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“La imaginacion es mas importante que el conocimiento. Porque el
conocimiento es limitado, mientras que la imaginacion abarca todo nuestro
mundo, estimulando progreso, abriéndole camino a la evolucién. Es, de
manera estricta, un factor incidente en la investigacion cientifica” Albert

Einstein



“No esperes. El momento nunca sera el adecuado. Empieza donde estés
ahora, trabaja con lo que tengas a tu disposicion y encontrards mejores
herramientas a medida que sigas adelante” Napoleon Hill



1 INTRODUCCION

1.1 Generalidades sobre la escorpionofauna de Panamé

El Palaeopisthacanthus schucherti es considerado el primer escorpién terrestre del
cual se tiene un fésil, que data del periodo Devénico Tardio hace 416 a 359 millones
de afos. Los origenes exactos del Istmo de Panam& no se conocen con claridad,
pero los datos geoldgicos indican que actividades geoldgicas ocurridas durante las
épocas del Mioceno y el Plioceno (ambas dentro del periodo Neogeno el cual
precede al Cuaternario) dieron origen al Istmo de Panama, hace unos 2.5 a 10
millones de afios aproximadamente; permitiendo asi el “gran intercambio biolégico
americano” de animales y plantas terrestres (Stehli et al., 1985).

El surgimiento del Itsmo de Panama ha permitido la confluencia de fauna del Norte
y Sur de América, asi como también la coexistencia de escorpiones de la familia
Buthidae como por ejemplo el género Centruroides (mayormente restringido a
América del Norte) y el género Tityus (comunmente situado en América del Sur).
Actualmente en Panama se reconoce la existencia de 16 especies de escorpiones
pertenecientes a cinco géneros y tres familias (Tabla 1) (Salazar et al., 2018;
Miranda, R. et al., 2020)2. Lo cual crea interés en la comunidad cientifica de estudiar
como ha evolucionado la composicion de los venenos por los cambios evolutivos o

de especiacion.



Tabla 1: Especies de escorpiones reportados para Panama.

Familia Género Especie Referencia
Hormuridae Opistacanthus elatus Pocock, 1893
Chactidae Chactas exsul Werner, 1939
Ananteris platnicki Lourenco, 1993
Centruroides bicolor Pocock, 1898
margaritatus Gervais, 1841
granosus Thorell, 1876
limbatus Pocock, 1898
panamensis Quintero and
Buthidae Esposito, 2014
Tityus
-Subgénero Lourenco 2006
-Archaeotityus ocelote Francke and
Stockwell, 1987
tayrona Lourenco, 1991
-Atreus asthenes Pocock, 1893
champione Pocock, 1898
festae Borelli, 1899
pachyurus Pocock,1897
-Tityus cerroazul Lourenco,1986

La distribucion de estas especies es muy variable en el Istmo (Figura 1) pero

generalmente las especies del género Centruroides estan en areas periurbanas o

viviendo en casas, por otro lado, las especies del género Tityus se encuentran

especialmente en areas boscosas las cuales en los dltimos afios estan siendo

deforestadas por la creacién de nuevos asentamientos urbanos.
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Figura 1: Ubicacién de las especies de Centruroides y Tityus de importancia médica
en Panama. Fuente: Salazar et al., 2018.

1.2 El escorpionismo en Panamé

En un principio se creia que el veneno de los escorpiones que habitan el istmo de
Panama no era letal, y no se conocen reportes de defunciones por picadura de
escorpion en la época colonial. Sin embargo, hoy en dia sabemos que esto se debid
a que inicialmente las primeras areas ocupadas por nuestros antepasados
coinciden con las areas de distribucidon geografica de los escorpiones del género
Centruroides. En los afilos 90 se empiezan a dar los primeros reportes de
defunciones por picadura de escorpion en habitats de bosque himedo tropical los
cuales empezaron a ser poblados ruralmente por expansién demografica o
deforestacion. El habitat de las especies consideradas mas toxicas en Panama

(Tityus) es el bosque humedo tropical (Borges et al., 2011).



Hoy en dia, Panama presenta la incidencia de picadura de alacranes (60 casos por
100,000 habitantes) mas elevada de Centroamérica y solamente superados por
México a nivel Latinoamericano. Segun datos del Ministerio de Salud en Panama,
las provincias de Colén, Coclé y el Norte de Veraguas son consideradas las areas
con mayor presencia de escorpiones ya que en el 2015 se atendieron en los Centros

de Salud 3,998 personas por picadura de escorpion (Ministerio de Salud, 2017).

La picadura de los escorpiones del género Centruroides en Panama, no tiende a
tener consecuencias relevantes. La persona picada presenta dolor local leve o
fiebre, generalmente estas picaduras son consideradas como leves (Tabla 2) y en
muchos casos no llegan a ser atendidos en el sistema de salud Nacional. Sin
embargo, en algunos casos puede provocar paralisis de extremidades y se ha
reportado que la picadura de escorpion de la especie Centruroides bicolor es
causante de cuadros clinicos criticos considerado como un envenenamiento de
moderado a grave (Tabla 2) por lo que es considerado de importancia médica. El
Centruroides granosus es conocido por ser la especie mas comdn y de mas alta
densidad de poblacién aun en zonas urbanas de Panama, siendo la picadura de
esta especie la causante de la mayoria de los casos de morbilidad en la poblacién

panameifia.

Con respecto a las picaduras de escorpion de las especies del género Tityus, estas
son consideradas las mas peligrosas, generalmente la severidad de la picadura es
considerada como grave (Tabla 2). Las especies T. pachyurus, T. festae, T.
asthenes, T. championi y T. cerroazul son consideradas de importancia médica por
estar asociadas a casos de defuncién. Tanto T. pachyurus como T. cerroazul tienen
una amplia distribucién en zonas boscosas de Panama (Figura 1) (Salazar et al.,
2018).



Desde un punto de vista clinico la picadura de escorpion en Panam4, se ha

clasificado de la siguiente manera:

Tabla 2: Clasificacion clinica del escorpionismo en Panama.

Hallazgos de laboratorio clinico e

agudo de pulmén, arritmias cardiacas, choque,
hipertension grave, encefalopatia hipertensiva,
insuficiencia  cardiaca congestiva  (ICC),
insuficiencia respiratoria, miocardiopatia
dilatada, alteraciones de ECG, pancreatitis
aguda, ulcera péptica sangrante, convulsiones,
dolor retroesternal, epifora, disartria, coma y
puede llegar a ser fatal.

Severidad Manifestaciones clinicas Imagenologia
Leve: Este cuadro a nivel local se caracteriza por dolor, | En este caso no hay presencia de
presencia de wuna zona hiperémica o | alteraciones importantes en las pruebas
blanquecina, parestesias, edema de laboratorio ya que el cuadro es
(Poco frecuente). localizado en el area de la picadura.
Moderado: Para esta clasificacion, la clinica leve se | Metabdlicos:
presenta de forma concomitante con nauseas, Hiperglicemia = 170 mg/dL
vémitos,  dolor abdomllnali,, sudoracion Amilasa = 120 mg/dL
generalizada, sialorrea, agitacion, estado de Electrolitos:
inquietud/intranquilidad, ataxia, nistagmos, Hi : .
. . ; . : ! ipopotasemia
taquipnea, periodos de taquicardia/bradicardia, ) )
periodos de hipotensién/hipertensién  leve, Hipernatremia
sensacion de cuerpo extrafio en la garganta, Hipocalemia
disfagia, fasciculaciones linguales, somnolencia | Hematoldgicos:
y priapismo. Leucocitosis (neutrofilia)
Coagulacion:
TP: aumentado
TPT: aumentado
Enzimas cardiacas:
CK-MB: aumentado
Imagenologia:
ECG
Radiografia de térax
Grave: Se presenta el cuadro moderado mas edema | Metabdlicos:

Hiperglicemia = 200 mg/dL
Amilasa = 240 mg/dL
Acidosis mixta

Oximetria:

Hipoxemia
Electrolito:

Hipopotasemia

Hipernatremia

Hipocalcemia
Hematol6gicos:

Leucocitosis (neutrofilia)
Coagulacion:

TP: aumentado

TPT: aumentado
Enzimas cardiacas:

CK-MB: aumentada
Imagenologia, TAC
confirma:

Pancreatitis aguda

Lesiones isquémicas

Hemorragias cerebrales

TP: Tiempo de protrombina; TPT: Tiempo Parcial de Tromboplastina; CK-MB: Creatina quinasa MB; TAC: Tomografia axial
computarizada; ECG: Electrocardiograma. Fuente: Guia para El Manejo Integral de la Picadura de Escorpién en Panama.
(Ministerio de Salud, 2016)



https://labtestsonline.es/tests/creatina-quinasa-mb-ck-mb#:~:text=La%20CK%2DMB%20es%20un,esquel%C3%A9ticos%20y%20en%20el%20coraz%C3%B3n.

2 ANTECEDENTES

2.1 El veneno de escorpidn
El veneno de escorpion es una mezcla compleja que contiene tanto componentes
toxicos como no toéxicos. Dentro de estos componentes podemos mencionar

diferentes familias de proteinas como:

Familia AVIT (Procinética): Los miembros de la familia AVIT son proteinas ricas en

cisteina de aproximadamente 8 kDa (80-90 aminoacidos de longitud) que
conservan diez residuos de cisteina, los cuales forman cinco puentes disulfuro y un
motivo AVITG N-terminal altamente conservado que es crucial para la actividad.
Tienen diversos roles reguladores en todos los vertebrados como por ejemplo nla
angiogénesis y la sensacion de dolor (nocicepcion), ademas muestran muchas

caracteristicas parecidas a las citocinas (Morales et al., 2010).

Proteinas de secrecidn ricas en cisteina (CRISP): Las proteinas de secrecion ricas

en cisteina son glicoproteinas que tienen amplias funciones diversificadas como la
inhibicion de los canales de potasio activados por calcio y activados por voltaje, asi
como los receptores de rianodina. Las CRISP son proteinas de un solo polipéptido
con pesos moleculares entre 20 a 30 kDa las cuales tienen un alto grado de similitud
de secuencia de aminoacidos y un patrén especifico altamente conservado de 16
residuos de cisteina. Diez de estos residuos de cisteina forman una parte integral
del dominio altamente conservado rico en cisteina (CRD) en el extremo C-terminal.
El CRD se compone de dos dominios, una region bisagra y un dominio regulador de
canal ionico (ICR). (Zhu et al., 2002).

Proteinas con Dominio nudo de cisteinas: Son pequefias proteinas ricas en disulfuro

que contienen un dominio de “nudo” (también llamado por sus siglas en inglés
Inhibitor Cystine Knot o ICK). Este dominio se caracteriza por un "nudo disulfuro a

través de disulfuro” especial que se obtiene cuando un puente disulfuro cruza el



macrociclo formado por otros dos disulfuros y el esqueleto de interconexion (el
disulfuro 111-VI atraviesa los disulfuros I-IV y 11-V). La estructura nudosa se encuentra
en algunos inhibidores de proteasa vegetal, toxinas de los caracoles conicos,
arafas, insectos, cangrejos herradura, escorpiones Yy algunos péptidos
antimicrobianos (Gracy et al., 2008).

Familia de las glicosil hidrolasas: En los venenos de escorpion se ha reportado la

presencia de 3 familias principalmente: la familia 13 (alfa-amilasas), la familia 22
(lisozimas) y la familia 56 (hialuronidasas) la cual es una de las mas estudiadas.
Las hialuronidasas catalizan la hidrolisis del acido hialuronico, un
glicosaminoglicano anionico no sulfatado distribuido ampliamente en los tejidos
conectivos, epiteliales y neurales, formando parte de la matriz extracelular. En el
veneno de escorpion, se cree que las hialuronidasas participan en la hidrélisis de
glucosaminoglicanos en la degradacidon de la matriz extracelular, permitiendo asi
una rapida propagacion de otros componentes del veneno de escorpion durante el

proceso de envenenamiento (Bordon et al., 2012).

Péptidos natriuréticos: Son moduladores del volumen de fluidos corporales,

denominados péptidos natriuréticos, debido a su papel en la natriuresis y la diuresis.
En el veneno de escorpion se han descrito péptidos natriuréticos del Tipo-C (Alves
et al., 2013).

Proteasas de serina: Solo se han aislado algunas proteasas de serina y su funcion

en el veneno de escorpion no esta bien caracterizada, sin embargo, se han
relacionado principalmente a sus efectos en la hemostasia, actuando en varios
componentes de la cascada de coagulacién, la fibrinolitica, y el sistema de
calicreina-cinina, lo que lleva a un desequilibrio hemostatico en presas. La gran
mayoria son capaces de promover la coagulacion de la sangre y se asemejan al
menos parcialmente a la trombina, una proteasa multifuncional con papel esencial

en la coagulacion (Menaldo et al., 2013).



Fosfolipasa A2: Se encuentran ubicuamente en la naturaleza, tanto en formas

intracelulares como extracelulares. En los venenos se encuentran las extracelulares

o fosfolipasas A2 de secrecidon. Son enzimas pequefias (entrel3 y 15 kDa),

estables, dependientes de calcio y ricas en puentes disulfuro. Degradan los

fosfolipidos de membrana en la posicion sn-2, liberando lisofosfolipidos y &cidos

grasos. Su accién en el veneno se relaciona con el sindrome de distrés respiratorio

e inflamacion, que se puede producir por la picadura del escorpion (Incamnoi et al.,

2013).

Toxinas que afectan al canal de sodio dependiente de voltaje (Nav): Este tipo de

toxinas se puede clasificar en dos subtipos:

a)

b)

Las toxinas a del escorpion que se unen al sitio 3 de los canales de
sodio dependientes de voltaje (Nav) y funcionan evitando el
movimiento hacia afuera del segmento S4 desde el dominio IV de estos
canales, disminuyendo o retrasando el mecanismo de inactivacion
(Couraud et al., 1982). Este grupo de toxinas se puede subdividir en
tres grupos principales, denominados "a-clasicas", "anti-insecto" y
"parecido a las a" (a-like), segun la preferencia del tipo de presa. El
grupo a-clasico es activo en mamiferos con poca toxicidad contra los
insectos, las toxinas anti-insectos muestran ser muy toxicas hacia los
insectos, y las toxinas a-like son activas tanto en mamiferos como en

insectos, con preferencia por los insectos (Gordon et al., 2007).

Las toxinas B de escorpion que se unen al sitio 4 de los canales de
sodio dependientes de voltaje (Nav), especificamente al bucle
extracelular de los segmentos S3-S4 del dominio Il. Estas toxinas
atrapan el segmento S4, manteniéndolo en la posicién activada. Esta
interaccion induce un cambio en la dependencia del voltaje de la
activacion de Nav en la direccion de hiperpolarizacion y una reduccion
en la amplitud maxima de sodio (Cestele & Catterall, 2000). Este grupo

de toxinas puede subdividirse en cuatro categorias (Bosmans et al.,
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2007): 1) toxinas B que actuan selectivamente en los canales Nav de
los mamiferos (por ejemplo, Css2, ClI2 y Cn2); 2) toxinas 8 que actuan
selectivamente sobre los canales Nav de los insectos; 3) toxinas de tipo
B que actuan en los canales Nav de mamiferos e insectos (p.ej. Tsly
Lghb1); y 4) toxinas *Ba* que tienen la estructura primaria de las toxinas
B, pero exhiben un efecto funcional similar a las toxinas a (por ejemplo:
Cnl12). (Possani et al., 2002; Possani et al., 1999).

Péptidos sin puentes disulfuro de veneno de escorpion: Los péptidos sin puente

disulfuro del veneno de escorpiéon (NDBP por sus siglas en inglés) representan un
grupo de péptidos muy divergente e inconstante en cuanto a su secuencia primaria
(Zengn et al., 2005) lo que los hace dificiles de clasificar. Son de interés por sus
caracteristicas estructurales y funcionales, entre las cuales se han determinado sus
actividades citoliticas, inmunomoduladora, potenciadora de bradicinina,

antimicrobiana y anticancerigena (Rincén-Cortés et al., 2017).

Toxinas que afectan al canal de potasio dependiente de voltaje (Kv): Las toxinas de

escorpion que afectan al canal de potasio (KTx) dependiente de voltaje, son
péptidos de 20 a 95 aminoacidos estabilizados por dos, tres o cuatro enlaces
disulfuro, que hacen que su estructura terciaria sea altamente estable. Los KTx
tienen wuna disposicion estructural secundaria altamente conservada a/f
estabilizada por cisteinas (CSa/f) y, la mayoria de ellos, tienen residuos
conservados que son responsables del bloqueo del poro de conduccion de iones y
promueven una union de alta afinidad dentro del vestibulo del poro del canal de
potasio, como un residuo de lisina y un residuo aromatico a 6.6 Angstroms del
carbono\beta de esa lisina, respectivamente (Dauplais et al., 1997). Estas toxinas
se pueden clasificar en 4 familias llamadas a, B, y y k (Tytgat et al., 1999; Chagot et
al., 2005; Srinivasan et al., 2002; Possani et al., 1999), todas ellas tienen la
disposicion estructural a/f altamente conservada mencionada anteriormente, a
excepcion de las k que solo cuentan con dos hélices a estabilizadas por dos enlaces

disulfuro (CSa/a). Entre los escorpiones identificados, la familia de toxinas a-KTx



contiene alrededor de 120 péptidos identificados hasta el momento, que se
clasifican en 30 subfamilias, segun su homologia de aminoéacidos (Rodriguez et al.,
2004; Tytgat et al.; 1999, Zhu et al., 2010).

Proteinas con dominio tipo Kunitz: Los dominios Kunitz son dominios activos de

proteinas que inhiben la funcidon de las proteasas de serina. Son relativamente
pequefios con una longitud de aproximadamente 50 a 60 aminoacidos. Este dominio
se ha encontrado en proteinas de veneno de la mayoria de los taxones venenosos
(escorpiones, serpientes, arafas, entre otros (Schoch CL, et al. 2020). Estas
proteinas estan compuestas casi exclusivamente de este dominio, lo que agrupa las
proteinas de tipo Kunitz de veneno en una sola familia. Las proteinas del veneno de
tipo Kunitz juegan un papel importante en el envenenamiento al inhibir a las
proteasas de serina implicadas en sistemas y procesos biolégicos, como el sistema
hemostético (Masci et al., 2000), el bloqueo de los canales de potasio (Harvey,
2001), o ambos (Chen et al., 2012).

Metaloproteasas: En los venenos, las metaloproteasas han sido encontradas y

estudiadas principalmente en serpientes, aunque también se han descrito en
escorpiones, insectos y arafias. En los artropodos, las metaloproteasas se han
reportado para muchas clases de animales, estan involucradas en trastornos
pancreaticos, son dependientes de Zn?* y estan relacionadas con las enzimas
ADAM de vertebrados, un subtipo de proteasas de metzincina (De Oliveira et al.,
2018). Se les ha atribuido una serie de actividades biologicas, como hemorragia,
edema, inflamacion, hipotensién y necrosis. Actlan interfiriendo a diferentes niveles
de hemostasia. El dominio metaloproteasa es responsable de la degradacion de las
proteinas de la matriz extracelular, lo que resulta en el debilitamiento de la unién de
las células endoteliales, y también en la digestién de proteinas grandes involucradas

en la hemostasia, como el fibrinégeno.
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2.2 Generalidades sobre las especies de escorpién en Panama usadas en este

estudio

2.2.1 Centruroides bicolor

Esta especie fue descrita por Pocock en 1898, la presencia de esta especie ha sido
reportada para Costa Rica y Panama (Gopalakrishnakone et al., 2015). En Panama
se suele encontrar en las provincias de Chiriquiy Veraguas (Figura 1). Es la especie
mas grande reportada en Panam@, puede llegar alcanzar los 120 mm de largo, y
presenta una coloracion de dos colores, las tenazas son negruzcas, e igual que el
altimo segmento de la cola, el resto del cuerpo es amarillento. La picadura de este
escorpion es considerada de importancia médica debido a que se ha asociado a
casos de envenenamiento severo (Salazar et al., 2018).

El veneno de esta especie tiene una DLso de 3.4 mg/kg y existen datos sobre la
composicién de su veneno (Salazar et al., 2018). Estudios preliminares sobre la
caracterizacion de este veneno en HPLC fase reversa (Figura 2) han demostrado
la presencia de compuestos que migran sobre tiempos de retencidn caracteristicos
de péptidos, que afectan el canal de potasio (Kv) dependiente del voltaje, asi como
componentes que afectan el canal de sodio dependiente de voltaje (Nav) (Batista et
al., 2004). Las actividades toxicas reportadas para estas fracciones en modelos de
ratén e insecto, asi como las masas reportadas (Tabla 3) evidencian la presencia
de neurotoxinas tipicas de los venenos de las especies de este género (Salazar et
al., 2018).
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Figura 2: Perfil de HPLC en fase reversa del veneno de Centruroides bicolor de
Panama. Los numeros en la parte superior de algunas sub-fracciones se utilizaron
para identificar el tipo de actividad y masa molecular. Fuente: (Salazar et al., 2018).

La comparacion del veneno de C. bicolor con otras especies de Centruroides en
Panama, como C. panamensis, fue estudiado por Salazar et al. (2018), quién
reporta la actividad biolégica en ratones y masas moleculares de algunas fracciones

cromatograficas (Tabla 3).
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Tabla 3: Actividades bioldgicas en ratones de fracciones de veneno de las especies

de Centruroides bicolor y C. panamensis colectados en Panama.

C. bicolor Fraccion Ratén Ratén Mm
DLso=3.4 mg/kg i.c. (1 pg) i.p. (50 pg) (Da)
11 Leve NI 2611.6
25 Moderado NI 4008.9
27 Letal NI 4220.7, 4332.1
28 Moderado NI 4048.4
30 Moderado NI 6904.7, 7002.0
36 Letal Moderado 7306.0, 7623.0
38 Letal Severo 7177.3, 6943.8
41 Letal Letal 7487.1
43 Letal NI 7048.6, 6979.8
48 Moderado NI ND
C. panamensis Fraccion Ratén Ratén Mm
i.c. (1 ug) i.p. (50 pg) (Da)
12 Leve NI 3051.8, 3022.1
32 Leve NI 6995.5
35 Leve NI 7188.1, 7609.1
36 Leve NI 6944.1, 7608.5
38 Leve NI 7195.31
41 Letal Moderado 7487.4
44 Letal Moderado 7195.5

Abreviaturas utilizadas: i.c., inyeccién intracraneal; i.p., inyeccion intraperitoneal; Mm, masas moleculares promedio, los
valores son + 1 Da debido a la resolucion limitada de nuestro instrumento; NT, no toxico después de 2 h; NI, sin inyeccion;
ND, no detectado, n=2. La Ultima columna contiene las masas moleculares obtenidas de la fraccién dada. Algunas fracciones
aun contienen mas de un componente. Las masas moleculares en negrita significan los péptidos de toxina mas

representativos del veneno de las especies de Centruroides colectados en Panama. Fuente: (Salazar et al., 2018)

La fraccion 41 de C. bicolor resalta por ser neurotéxica via intracraneal e
intraperitoneal. C. panamensis contiene una neurotoxina de masa molecular similar
(también fraccion 41), aunque con tiempos de retencion diferentes, podria ser una
neurotoxina similar para ambas especies y se sugiere para este trabajo, utilizar

como antigeno para tratar de neutralizar el efecto letal del veneno de C. bicolor.
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2.2.2. Tityus cerroazul

Es la Unica especie de Tityus en Panama con coloracién que varia desde marron
caoba hasta anaranjado claro y con bandas oscuras longitudinales en el mesosoma.
Las hembras llegan a medir 66 mm, mientras que los machos logran alcanzar los
75 mm (Borges et al., 2011). Fue descrito en 1986 por Wilson Laurengo, su nombre
proviene del Cerro Azul en Panama (Lourenco, W.R., 1986). Es considerada la
especie mas peligrosa en Panama, presenta una DLso de 0.9 mg/kg (Salazar et al.,
2018) y tiene una amplia distribucion en las zonas boscosas de Panamé (Figura 1),
pero también se ha reportado su presencia en Costa Rica. La picadura de esta
especie se ha asociado a cuadros severos de envenenamiento incluyendo
defunciones (Ministerio de Salud, 2017).

Estudios preliminares sobre la caracterizacion de este veneno por HPLC (Figura 3)
han demostrado la presencia de compuestos que migran en tiempos de retencion
similares a péptidos que afectan el canal de potasio (Kv) y el canal de sodio (Nav)

dependientes del voltaje (Batista et al., 2004).
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Figura 3: Perfil de HPLC en fase reversa de venenos Tityus cerroazul colectados
en Panama. Los numeros en la parte superior de algunas sub-fracciones se
utilizaron para identificar el tipo de actividad y la masa molecular. Fuente: (Salazar
et al., 2018).
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Las actividades toxicas reportadas para estas fracciones en modelos de raton, asi
como las masas reportadas (Tabla 4) también evidencian la presencia de
neurotoxinas tipicas de los venenos de las especies de este género (Salazar et al.,
2018). La fraccion 31y 36 resultaron ser las mas neurotoxicas a ratones y presentan
una masa molecular similar al reportado para las toxinas que afectan el canal de

sodio dependiente de voltaje (entre 7 - 8 kDa).

Tabla 4: Actividades biologicas en ratones de fracciones del veneno de T. cerroazul.

. aa raton raton Mm
Dzsoggrgos]zullkg P i.c. (1 pg) i.p. (50 pg) (Da)
15 Letal Leve 4393.3, 3955.6
26 Moderado NI 7364.7
30 Letal Leve 7046.0
31 Letal Severo 6995.9, 7046.0
35 Moderado NI 6969.2, 10780.6
36 Letal Severo 6968.8
40 Moderado NI 7356.0

Abreviaturas utilizadas: i.c., inyeccion intracraneal; i.p., inyeccién intraperitoneal; Mm, masas moleculares
promedio, los valores son + 1 Da debido a la resolucion limitada de nuestro instrumento; NT, no toxico después
de 2 h; NI, sin inyeccion; ND, no detectado, n=2. La ultima columna contiene las masas moleculares obtenidas
de la fraccion dada. Algunas fracciones aun contienen méas de un componente. Las masas moleculares en

negrita significan los péptidos de toxina més representativos del veneno. Fuente: (Salazar et al., 2018).

15



2.2.3. Tityus pachyurus
Fue Descrito en 1897 por Reginald Pocok, presenta una coloraciéon que va de
marron rojizo hasta negro, con tonos verdes en los dos ultimos segmentos de la
cola. Los adultos pueden medir entre 50 y 70 mm de longitud. Es considerada la
especie asociada a mas casos de mortalidad en Panama, presenta una DLso entre
3-4 mg/kg (Salazar et al., 2018), a excepcion de la provincia de Darién donde no se
ha reportado la presencia de esta especie, tiene una amplia distribucion en las
zonas boscosas de Panama (Figura 1), también se ha reportado su presencia en el
sector medio del valle del Rio Magdalena (centro de Colombia), a través de los
departamentos de Tolima, Cundinamarca, Boyaca, Antioquia y Huila (Figura
4)(Guerrero et al., 2013), donde también es reportado como una especie peligrosa

y de interés médico (Otero et al., 2005).
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Figura 4: Distribucion Geografica y altitudinal de T. asthenes, T. columbianus, T.
forcipula, T. furhmanni, T. pachyurus, y T. affmetuendus en Colombia. Fuente:
(Guerrero et al., 2013).
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Existen datos sobre la composicion de su veneno (Salazar et al., 2018). Estudios
preliminares sobre la caracterizacién de este veneno usando HPLC (Figura 5) han
demostrado la presencia de compuestos que migran en tiempos de retencidn
caracteristicos de péptidos que afectan el canal de potasio (Kv) y el canal de sodio
(Nav) dependientes del voltaje (Batista et al., 2004).
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Figura 5: Perfil de HPLC en fase reversa del veneno de Tityus pachyurus de
Panama proveniente de la region de Coclé. Los niumeros en la parte superior de
algunas subfracciones se utilizaron para identificar el tipo de actividad y masa
molecular. Fuente: Salazar et al., 2018.

40 41

Las actividades toxicas reportadas para estas fracciones en modelos de ratén, asi
como las masas moleculares reportadas (Tabla 5) son distintas a neurotoxinas
encontradas en Tityus pachyurus de Colombia (Schwartz et al.,2012; Salazar et al.,
2018). Sin embargo, y teniendo en cuenta los datos de distribucion, la composicion
de los venenos y estudios taxonémicos recientes, los ejemplares de esta especie
son ahora considerados dos especies diferentes, proponiendo el nombre de Tityus
jaimei sp. n. para las poblaciones de Tityus pachyurus de Panama y Costa Rica
(Miranda et al., 2020). La picadura de este escorpién produce un cuadro clinico
severo y se han reportado casos de defunciones, la DLso de este veneno presenta
variabilidad geografica segun datos publicados por Salazar et al., 2018 (Tabla 5) sin

embargo las toxinas mayoritarias en el veneno parecen ser las mismas.
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Tabla 5: Actividades biolégicas en ratones con fracciones del veneno de Tityus

pachyurus de diferentes regiones de Panama.

Bocas del Toro
DLso=3.3 mg/kg

Coclé
DLso=2.6 mg/kg

Panama Oeste
DLso=3.3 mg/kg

Col6n
DLso=2.6 mg/kg

Herrera
DLso=2.0 mg/kg

Fraccion

13
14
Fraccion

14
27
31
32
33
34
37
40
41
44
46
Fraccion

22
29
31
32

33

35

36

37

41
Fraccion

27

29

30

34
Fraccion

24
28
29
32

Raton
i.c. (1 ng)

Letal
Letal
Raton
i.c. (1 ng)
Temblores
Leve
Leve
Letal
Letal
Letal
Letal
Leve
Leve
Leve
Leve
Ratén
i.c. (1 pg)
Poco
Poco
Letal
Severo

Letal
Letal
Letal
Letal
Poco
Ratén
i.c. (1 pg)
Moderado
Letal
Letal
Letal
Ratén
i.c. (1 pg)
Moderado
Letal
Letal
Severo

Ratoén
i.p. (50 pug)

Severo
Severo
Ratoén
i.p. (50 pug)
NI
NI
NI
Severo
Severo
NI
NI
NI
NI
NI
NI
Ratén
i.p. (50 pg)
NI
NI
NI
Severo

Severo
NI
NI
NI
NI
Ratén
i.p. (50 pg)
NI
Moderate
Severo
Severo
Ratén
i.p. (50 pg)
NI
Severo
Severo
Severo

Mm (Da)

7332.0
7101.8, 7434.0
Mm
(Da)
973.0
969.0, 7345.0
7313.7, 6036.7
7332.4
7100.7, 6521.6
7075.0
10680.1, 7400.6
7338.5
7354.9
7628.6
ND
Mm (Da)

4487.5
1001.3, 733.5
2676.8
6037.5, 7295.0, 7332.0

7432.7, 7100.2
6971.0
7398.6, 10680.0
ND
7627.4,7173.1
Mm (Da)

ND
7332.6
7100.0, 7332.5
7399.3
Mm (Da)

7863.0, 2676.5
7332.6, 10800.0
7099.7, 7331.3
7399.7, 10563.0

Abreviaturas utilizadas: i.c., inyeccion intracraneal; i.p., inyeccién

intraperitoneal; Mm, masas moleculares

promedio, los valores son + 1 Da debido a la resolucion limitada de nuestro instrumento; NT, no toxico después

de 2 h; NI, sin inyeccion; ND, no detectado, n=2. La Ultima columna contiene las masas moleculares obtenidas

de la fraccion dada. Algunas fracciones aun contienen mas de un componente. Las masas moleculares en

negrita significan los péptidos de toxina mas representativos del veneno de las especies de T. pachyurus en

Panama. Fuente: (Salazar et al., 2018).
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Las caracteristicas de las toxinas que posee el veneno de T. pachyurus en Panama,
evidencia la presencia de fracciones neurotoxicas de interés como lo son las
fracciones con masas moleculares aparentes de 7,100.0 Day 7,332.0 Da las cuales
son mayoritarias en este veneno (Salazar et al., 2018). En estudios sobre los
componentes de los venenos del género Tityus para Panamé (Borges et al., 2020)
se evidencio que 3 especies de Tityus comparten al menos un componente toxico
de masa molecular 7,331.0 Da aprox. En estos estudios se logré determinar la
secuencia completa de dos toxinas con masa molecular aproximada de 7,331.0.
(Borges et al., 2020; Salazar et al., 2018)

2.3 Producciédn de Proteinas recombinantes

La tecnologia del ADN recombinante inici6 su desarrollo hace unos 40 afios, lo cual
marcO una parte del comienzo de la industria biofarmacéutica actual. Esta
tecnologia nos permite modificar el ADN de una célula para que actie como un
reactor biolégico produciendo una proteina de interés. Estas células pueden tener
diferentes origenes (bacterias, insectos, plantas y mamiferos). Sin embargo, de
forma general, para obtener una proteina en un sistema heter6logo de expresion se
sigue un protocolo que consiste en 1) tratamiento con enzimas de restriccién de un
vector de clonacion y del ADN que contiene el gen que codifica la proteina de
interés, 2) ligacion del gen con el vector para obtener el ADN recombinante, 3)
transformacion del ADN recombinante en una célula hospedera, 4) induccién de la
expresion del gen que codifica a la proteina, 5) Obtencion de la proteina a partir del
lisado celular, el sobrenadante del medio o cuerpos de inclusién, dependiendo si la
proteina se produjo intra- o extracelularmente y de forma soluble o insoluble. La
dificultad o especificidad de cada paso, asi como el costo/produccion o calidad de
la proteina obtenida por este método dependen drasticamente del origen de la célula
hospedera seleccionada (Drago et al., 2006).

Desde 1982 la insulina es el primer caso de proteina producida por ingenieria
genética aprobada para uso en humanos (Quianzon, et al., 2012). Sin embargo,
no es hasta 1989, cuando se publica la primera secuencia de ADN de una toxina

del escorpion Androctonus australis (Bougis et al., 1989), y hasta 1991 se expresa

19



la toxina Charybdotoxina del escorpion Leiurus quinquestriatus en Escherichia coli,
usando como vector de expresion pSR9 (Park et al., 1991). Desde entonces se han
reportado la expresion de toxinas recombinantes de escorpidn en diferentes lineas

celulares como: bacterias, plantas, mamiferos, levaduras, asi como en baculovirus.

Tabla 6: Comparacién de las ventajas y desventajas de las diferentes lineas
celulares de expresion

Tipo de célula Ventaja Desventaja
Bacteria Bajo costo de produccion Problemas de plegamiento y falta de
Altos rendimientos de produccion modificaciones post traduccionales
Levadura Mejor plegamiento de proteinas sencillas | glicosilaciones no deseadas
Libre de endotoxinas bacterianas baja produccion
Plantas Produce proteinas complejas Glicosilaciones con ausencia de
acido sialico
Puede adicionar fructosa o xilosa
Insectos Produce proteinas complejas Glicosilaciones con ausencia de
acido sialico
Mamiferos Permite modificaciones post | Alto costo de produccidn
traduccionales Rendimientos menores
Pueden glicosilar Algunas lineas celulares tienen
glicosilaciones limitadas

Fuente: (Guevara-Hernandez et al., 2013; Gecchele et al., 2015).

Todos estos detalles se deben tener en cuenta si se desea producir de manera
recombinante las toxinas presentes en venenos de escorpion, asi como el fin que
se les desea dar al producto obtenido (Tabla 6). Sin embargo, E. coli ha sido el
modelo mas comunmente utilizado tanto industrialmente como en laboratorios de
investigacion por sus beneficios en costos y alta productividad. El desarrollo de las
ciencias “Omicas” también ha permitido superar las limitantes en expresién vy
plegamiento de toxinas ricas en puentes disulfuro bajo el modelo de expresién de
E. coli. Una de estas limitantes es la expresion intracelular de la proteina de interés,
gue puede ocasionar bajos rendimientos de proteina plegada correctamente
(nativa) debido al reducido espacio intracelular y una sobre expresion de la misma,
podria ocasionar que se acumule dentro del citoplasma formando cuerpos de
inclusion. Para superar esta limitante, una estrategia empleada es hacer el
citoplasma menos reductor, mediante la introducciéon de mutaciones en los genes
de E. coli que codifican glutation reductasa (gor) y tiorredoxina reductasa (trxB)
(Cepas Origami®) y al introducir la proteina disulfuro isomerasa (DsbC) al
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citoplasma para mejorar la formacion de enlaces disulfuro (Cepas Shuffle®) (Klint
et al., 2013).

2.3.1 Proteinas recombinantes del género Centruroides

La primera proteina expresada en E. coli, del escorpién Centruroides noxius
Hoffmann, fue la noxiustoxina, un péptido capaz de bloquear el canal de potasio
(Martinez et al., 1996). Posteriormente Johnson et al. (2000) lograron expresar en
E. coli la primera beta-neurotoxina Cssll del escorpion C. suffusus suffusus usando
como vector pET15b.

Teniendo en cuenta las limitaciones del modelo de E. coli para lograr obtener
proteinas correctamente plegadas, trabajos como el de Estrada et al. (2007) han
reportado metodologias para lograr la sobre expresion de proteinas en E. coli y
posteriormente lograr el plegamiento in vitro obteniendo grandes cantidades de la
proteina de interés, en comparacion con lo que se podria obtener del veneno.
(Estrada et al., 2007). Por otra parte (Jiménez et al., 2017) logré expresar 4 toxinas
de escorpiones, una toxina de C. noxius (Cn2), una toxina de C. suffusus (Css2) y
dos toxinas de C. limpidus (ClI1 y ClI2). La construccién utilizada para la expresién
de proteinas contiene un péptido sefal (pelB) que dirige la proteina expresada al
periplasma bacteriano, una proteina transportadora (tiorredoxina), el sitio de
escision para enteroquinasa, la secuencia de la toxina de interés y una etiqueta de
histidina (6xHis- tag) para la purificacion de la proteina mediante cromatografia de
afinidad a iones metalicos inmovilizados (Columna de afinidad a Niquel), después
de la expresion en la cepa BL21 de E. coli, las cuales utilizé como inmundgenos
(Jiménez et al., 2017).

2.3.2 Proteinas recombinantes del género Tityus

Los estudios sobre la caracterizacion, secuenciacion y elucidacion de estructura
terciaria de toxinas que afectan al canal de sodio dependiente de voltaje para el
género Tityus se ha dirigido a algunas especies de interés médico como lo son: T.

serrulatus, T. bahiensis, T. stigmurus, T. costatus, T. zulianus y T. discrepans. Sin
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embargo, es limitado el conocimiento sobre expresion y plegamiento de estas
toxinas.

El veneno de T. serrulatus es considerado el mas estudiado en los ultimos 50 afios,
y del cual se pueden destacar dos toxinas denominada Ts1y Ts3 las cuales afectan
los canales de sodio dependiente de voltaje (Martin et al., 2018). Para estas toxinas
se han reportado mecanismos de expresion y sintesis, asi como métodos in vitro
para el correcto plegamiento de las mismas utilizando el par Redox Cistina/Cisteina
(Dang et al., 2017; Galloway et al., 2016).

2.4 Sueros antiescorpionicos

A finales del siglo XIX el cientifico francés Albert Calmette descubrié que, si un
animal es inyectado con veneno en pequefias dosis, al transcurso del tiempo su
suero sanguineo se convierte en un antidoto fuerte contra el mismo veneno (Klint et
al., 2013). La aplicacion temprana de un antiveneno (hasta 2 h después del
accidente) es considerada la Unica terapia aceptada por los sistemas de salud para
el tratamiento de los sintomas por picadura de escorpién.

Estos antivenenos antiescorpiénicos son anticuerpos (inmunoglobulinas)
producidos generalmente en modelos de animales (caballos, ovejas, cabras entre
otros) con la capacidad de neutralizar los efectos toxicos y letales de una o varias
especies de escorpion.

Actualmente para el género Tityus paises como Brazil (Candido et al., 2004),
Argentina (De Roodt et al., 2003) y Venezuela (Poggioli et al., 1996; D’Suze et al.,
2015) producen antivenenos y para el género Centruroides Unicamente México
(Chippaux et al., 2008). Dependiendo del centro productor, estos antivenenos
pueden ser liofilizados (se disuelven en solucion salina para su inyeccion al
paciente), en forma liquida (debe mantenerse bajo cadena de frio), anticuerpos
completos o fragmentos F(ab')2 (digeridos con pepsina). Los centros de produccion
de antivenenos utilizan generalmente un esquema de hiperinmunizacion en
caballos, en el cual el veneno a neutralizar es inyectado en bajas dosis de veneno,
posteriormente se le extrae sangre, la cual es procesada para purificar las

inmunoglobulinas. Las inmunoglobulinas van a ser especificas para neutralizar los
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efectos toxicos del veneno que se utilizé para inmunizar y pueden tener reactividad
cruzada con otras toxinas por similitud de secuencias peptidicas o estructurales. Sin
embargo, un antiveneno preparado contra una especie en particular de escorpion,
puede no tener la misma eficacia si es utilizado para tratar el envenenamiento por
especies distintas a la que se utilizé para preparar el antiveneno.

Como se mencion6 anteriormente, Jiménez et al. (2017) lograron expresar de
manera heteréloga 4 toxinas de escorpiones, una toxina de C. noxius (Cn2), una
toxina de C. suffusus (Css2) y dos toxinas de C. limpidus (ClI1 y CII2) las cuales
utilizé como inmundégenos, logrando producir anticuerpos en conejos, capaces de

neutralizar/disminuir la actividad letal del veneno completo de estas especies.

Datos de la Universidad de Panamé& en colaboracion con el Ministerio de Salud
(comunicacion personal) han evidenciado que los antivenenos comerciales no
neutralizan de manera eficaz los efectos toxicos y letales de la picadura de
escorpion en Panama. Estas condiciones han posicionado a la produccion de un
antiveneno especifico para Panama como una necesidad emergente.

En un esfuerzo para la busqueda y desarrollo de nuevas formas de inmunizacion o
mejoramiento de los anticuerpos ya producidos, grupos de investigacion han
demostrado, que la produccion de toxinas recombinantes y la inmunizaciéon con un
anico componente o algunos componentes del veneno completo, puede producir
anticuerpos capaces de neutralizar los efectos farmacolégicos (EF) del veneno
completo, principalmente la letalidad (Tabla 7). Estos componentes expresados de
manera recombinante, son toxinas de sodio que afectan al canal de sodio
dependiente de voltaje (Nav), pues ya son bien conocidos sus efectos
farmacoldgicos y que son las responsables de los cuadros clinicos que pueden

llevar a la muerte de la persona envenenada.
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Tabla 7. Toxinas recombinantes y anticuerpos producidos por otros grupos de

investigacion.

Especie Toxina Estrategia de Antiveneno Toxinareto Efecto Referencia
expresada Inmunizacién
Androctonus australis Toxin 1l (Aahll) Epitopo Antisuero murino Aahll Letalidad Bahraoui et al., 1986
hector sintético
Androctonus australis Toxin 1l (Aahll) Epitopo Antisuero de conejo No evaluado No evaluado Devaux et al., 1993
hector sintético
Centruroides noxius Cn2 Epitopo Antisuero de conejo Cn2 Letalidad Calderén-Aranda et al.,
sintético y murino 1995
Buthus occitanus a-toxin Toxina Antisuero murino Bot y AaHG Letalidad Bouhaouala-Zahar et
tunetanus Recombinante al., 1996
Androctonus australis Toxin 1l (Aahll) Péptido 19G murino Aahll Letalidad Devaux et al., 1997
hector sintético
Androctonus australis Toxin 1l (Aahll) Péptido Antisuero de conejo Aahll Letalidad Zenouaki et al., 1997
hector sintético
Centruroides noxius Cn2 Péptido Antisuero de conejo Cn2 Letalidad Calderén-Aranda et al.,
sintético y murino 1999
Tityus serrulatus TsNTxP Toxoide Antisuero de conejo Veneno de T. Letalidad Guatimosim et al., 2000
recombinante serrulatus
Centruroides noxius Noxiustoxin Mimotopos Antisuero murino No evaluado No evaluado Gazarian et al., 2000
Hoffmann
Tityus serrulatus TsNTxP Epitopo Antisuero de conejo TstG50 Letalidad Chavez-Olértegui et al.,
sintético 2001
Androctonus australis Aahl, Aahll and Toxina Antisuero de conejo AaH-G50 Letalidad Legros et al., 2001
hector Aahlll (a-toxins) Recombinante y murino
Buthus occitanus Bot IIl (a-toxin) Toxina Antisuero murino Veneno de B. Letalidad Benkhadir et al., 2002
tunetanus Recombinante occitanus
tunetanus
Tityus serrulatus TsSNTxP and TsIV Epitopo Antisuero de conejo TstG50 Letalidad Alvarenga et al., 2002
sintético
Centruroides noxius Cn5 and Toxina Antisuero de conejo Cn2 Letalidad Garcia et al., 2003
Hoffmann sub-fraction Recombinante
Parabuthus Birtoxin Epitopo 1gG policlonal de Veneno de P. Letalidad Inceoglu et al., 2006
transvaalicus sintético conejo transvalicus
Centruroides spp. Cex1-13, ClI3-8, Cn4b, Toxina Antisuero de conejo Cn2 Letalidad Corona Villegas et al.,
Cn10b, Ce3, Ce5-7, Recombinante 2008
Cel3(b), Cg1-3,
CsEv1-3, CSEVS-9,
CsE1x, CsEla,
CexErgl-4, Cll Ergl-4,
Cn Erg3-5, CeErg1-3,
CgErgl-3, CsErgl-5
Tityus serrulatus Tsl Toxina Antisuero de conejo Veneno de T. Letalidad Mendes et al., 2008
Recombinante serrulatus y
Tstl
Centruroides suffusus Cssll Toxina Antisuero de conejo Toxinas Cssll, Letalidad Hernandez-Salgado et
suffusus recombinante Cn2, y veneno al., 2009
y toxoide de C. Suffusus
suffusus
Parabuthus Pg8 Toxina Antisuero murino Veneno de P. Letalidad Garcia-Gémez et al.,
granulatus Recombinante granulatus y 2009
Pg8
Tityus serrulatus TSNTxP Epitope Antisuero murino veneno de T. Letalidad Duarte et al., 2010
sintético serrulatus
Mesobuthus eupeus BMK neurotoxin Toxina Antisuero murino No evaluado No evaluado Eskandari et al., 2014
Recombinante
Heterometrus laoticus Heteroscorpine-1 Toxina Antisuero murino veneno de Paralisis Uawonggul et al., 2014
(HS-1) Recombinante H. laoticus
Centruroides spp. Cn2, Css2, Cli1, Toxina Antisuero de conejo Veneno de Letalidad Jiménez-Vargas et al.,
y Cli2 Recombinante y murino C. noxius, 2017
C. suffusus,
C. limpidus,
C. elegans,
C. tecomanus,
yC.
sculpturatus
Hemiscorpius rPLD1 Toxoide Antisuero murino Veneno de H. Letalidad Safari Foroushani et al.,
lepturus recombinante lepturus y 2018
rPLD1
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3 Hipotesis

Las neurotoxinas mas toxicas de los venenos de C. bicolor, T. pachyurus y T.
cerroazul expresadas de manera heterdloga, al ser utilizadas como inmunogenos
en conejos generaran anticuerpos capaces de neutralizar el efecto letal de dichos

venenos.

4 Objetivo General

Usar proteinas recombinantes de las toxinas mas importantes de los venenos de
los alacranes panamenios Tityus pachyurus, Tityus cerroazul y Centruroides bicolor,

como inmundgenos.
4.1 Objetivos Especificos:
- Caracterizar las principales neurotoxinas de los venenos de los alacranes

Tityus pachyurus, Tityus cerroazul y Centruroides bicolor.

« Realizar la expresion en E. coli de al menos una neurotoxina de cada uno
de los venenos de los alacranes Tityus pachyurus, Tityus cerroazul y

Centruroides bicolor, respectivamente.

- Evaluar la actividad neutralizante de los anticuerpos obtenidos, en ratones

de la cepa CD-1.
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5 Metodologia

5.1 Veneno de escorpion y analisis de sus componentes
El veneno de escorpion de las especies de estudio se obtuvo mediante estimulacion
manual, fue liofilizado y almacenado a -40°C hasta su uso. Se utilizaron 3 mg de
veneno puro obtenido de un grupo de ejemplares de cada especie, el cual fue
separado mediante HPLC (Agilent 1100) fase reversa (FR-HPLC), utilizando una
columna C18 con un gradiente de agua (solvente A), acetonitrilo (solvente B) al
0.1% de &cido trifluoroacético (0-5 min a 0% B; 5-25 min a 0-20% B; 25-75 min a
20%-60% B). Las fracciones se monitorearon a 230 nm, y posterior a la eliminacion
del solvente, fueron diluidas en 100 puL de agua desionizada miliQ®. La
concentracion de proteina se determiné por absorbancia a una longitud de onda de

280 nm utilizando un espectrofotémetro NanoDrop™ One de Thermo Scientific™.

5.2 Pruebas biol6gicas en animales de experimentacion

Para el uso de animales de experimentacion, se cuenta con la aprobacion del
Comité de Bioética del IBT No 376 (IN203118).

Ratones: Con el fin de determinar cuales eran las fracciones con actividad toxica,
estas fueron inyectadas por via intracraneal (15-20 ug) en ratones cepa CD-1 de
18-20 g (WHO 2017). La actividad biolégica se observo durante la primera hora, y
subsecuentemente a las 2, 4, 6, 8 y hasta completar las 24 h post-inyeccién. La
actividad toxica de las proteinas recombinantes generadas se determind via
intracraneal. Los ensayos de neutralizacion se realizaron determinando la Dosis
Efectiva Media (DEso) segun (Otero et al., 2005) usando como dosis reto 1.5 DLso
de veneno, inyectando via intravenosa a grupos de 4 ratones (WHO 2017).
Conejos: Con el fin de producir anticuerpos neutralizantes, se utilizaron 2 conejos
Nueva Zelanda con peso de 1.5 kg - 2.0 kg (WHO 2017). a los cuales se le someti6

a un proceso de hiperinmunizacion con las toxinas recombinantes producidas.
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5.3 Espectrometria de masas
Para la determinacion de la masa molecular de las neurotoxinas se utilizaron las
facilidades de secuenciacion por MS/MS de la Unidad de Protedmica del Centro de
Ciencias Genomicas y de espectrometria de masas del Instituto de Biotecnologia
de la UNAM.

5.3.1 Masa molecular

El analizador de proteinas utilizado fue modelo LF 3000 Beckman (Palo Alto, CA).
Las proteinas (2-3 g) se reconstituyeron en de acetonitrilo al 60% con acido acético
al 0.1%, y se aplicaron directamente en un espectrometro de masas de trampa de
iones Thermo Scientific LCQ Fleet (San José, CA). El eluato de 10 pL/min se dividio
para introducir solo el 5% de la muestra en la fuente de ionizacion (0.5 pL/min). El
voltaje de ionizacion se ajustd desde 1.5 kV y la temperatura capilar se ajusté a
150°C. La fuente de fragmentacion se hizo funcionar a 25-35 V de energia de
colision, 35-45% (unidades arbitrarias) de energia de colision normalizada y se
activo la exploracion con banda ancha. Todos los espectros se obtuvieron en el
modo de ion positivo. La adquisicion de datos y su deconvolucion se realizaron en
el sistema de datos de PC Xcalibur para Windows NT. Los valores promedio de
masas moleculares son + 2 Da debido a la resolucion limitada de este instrumento
(Salazar et al., 2018). Las fracciones de interés se enviaron a secuenciacion N-
terminal, la cual se realizé mediante degradacién de Edman en un secuenciador de
fase gaseosa automatizado Shimadzu PPSQ-31A (Shimadzu, Kyoto, Japdn). La
muestra (10 pg) se disolvié en 10 mL de soluciéon de CH3CN al 37% (v/v) y se aplicé
a membranas de fibra de vidrio tratadas con TFA y pre-cicladas con Polibreno
(Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, EEUU) (Salazar et al., 2018).

5.3.2 Secuenciaciéon por Masas/Masas

La identificacion de la secuencia primaria de las proteinas por MS/MS se realizo en
colaboracion de la unidad de Protedmica del Centro de Ciencias GenOmicas. La
muestra se solubilizé en bicarbonato de amonio (ABC) 50 mM, deoxicolato de sodio

(SDC) al 0.5%. Se realizaron cortes proteoliticos con tripsina y quimiotripsina a una
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relacion de 1:50 (enzima: sustrato), y la muestra se incub6 durante 16 h a 37°C. Se
elimindé el SDC mediante extraccion con acetato de etilo en condiciones acidas (se
afiadi6 1 volumen de acetato de etilo a la muestra y se acidificod con TFA al 0.5%).
Después de un vigoroso vortice y centrifugacion, la fase organica se descart6. Se
realiz6 una etapa adicional de extraccion con acetato de etilo sin TFA. Finalmente,
la mezcla de péptidos se desal6 mediante cromatografia de fase reversa (ZipTip
C18 Millipore, Billerica, MA, EEUU), se sec0 y se almacend a -80°C hasta el andlisis
LC-MS/MS.

Los péptidos se diluyeron en las condiciones cromatograficas iniciales y se
separaron en un sistema UPLC RSLC nano Dionex Ultimate 3000 en linea con un
espectrometro de masas de alta resolucion Q-Exactive Plus (Thermo Fischer
Scientific). Las muestras se separaron primero en una precolumna (C18 PepMap
100, 5 pym, 100 A, 300 pm de diametro interno x 5 mm) y luego se separaron
después de un gradiente de elucion de 60 minutos utilizando una columna capilar a
250 nL/min (Columna de pulverizacion EASY, PepMap RSLC, C18, 3um, 100A, 75
um x 150 mm). Las fases moviles fueron las siguientes: A, &cido férmico al 0.1% en
agua y B, acetonitrilo 90:10 (v/v): agua, acido férmico al 0.1%.

El espectrometro de masas (MS) funcion6 en modo de adquisicion positivo
dependiente de datos, y el rango completo de MS era de 300 a 2,000 m/z. Los 10
iones mas intensos se aislaron en el cuadrupolo y se fragmentaron bajo disociacion
de colision de alta energia con energia de colision normalizada del 27%. Los iones
precursores se midieron a una resolucion de 70,000 (a 200 m/z), y los fragmentos
se midieron a 17,500. Solo los iones con estados de carga de 2 y superiores se
fragmentaron con una ventana de aislamiento de 2 Th. Los datos de espectrometria
de masas se analizaron utilizando una base de datos interna generada en nuestro
laboratorio a partir de secuencias obtenidas previamente a partir de analisis
transcriptomicos de especies nativas de Tityus y Centruroides de Panama (datos
por publicar), utilizando el programa MaxQuant (Cox et al., 2008; Tyanova et al.,
2016).
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5.4Extraccion de RNA, secuenciacion, clonacion y expresion

5.4.1 Extraccion de RNA total

Las glandulas venosas (telson) de 6 ejemplares de cada especie mantenidas en
cautiverio, fueron extraidas 48 h posterior al ordefio manual de los animales (trabajo
realizado en Panama en el Centro de Investigacion e Informacion de Medicamentos
y Toxicos, Universidad de Panama). Las mismas fueron almacenadas en TRIZOL y
transportadas hasta el Instituto de Biotecnologia en México. Para la extraccion del
ARNmM de cada especie, se utilizo el kit de extraccion QUIAGEN Rneasy Mini Kit Cat
No. 74104 (Salazar et al., 2018) y se siguieron las indicaciones del Kit.

Para la obtencion de los ADNc se utilizé el Kit “3' RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends” de Invitrogen™ (cat. No. 18373019) y se realizaron
geles de agarosa al 1.2% para verificar el tamafio y concentracion aproximada del
ADNCc obtenido para cada especie. El disefio de los iniciadores directos para cada
proteina, se realiz6 en base a los datos obtenidos de las secuenciaciones N-terminal
por degradacion de Edman (Ver Seccion 6 resultados), y agregando cierto grado
de degeneracion para obtener mejores resultados. Todos los iniciadores se

preparacon a una concentracion de 15 nMolar

5.4.2 Secuenciacion

Para los experimentos de secuenciacion se solicitd el servicio a la Unidad
Universitaria de Secuenciacion Masiva y Bioinformatica (UUSMB) donde se
utilizaron 6 pares de glandulas (telson) para cada especie (Tityus pachyurus, Tityus
cerroazul y Centruroides bicolor) procesados como se menciond en la Seccidn
5.4.1. Las glandulas se maceraron manualmente con una vara de pellet de
microtubos Kontes (Daigger) y el material genético se extrajo con el RNeasy® Mini
Kit (QIAGEN). El ARN total (ARN) se cuantificé en un NanoDrop™ One de Thermo
Scientific™ y su integridad fue confirmada por la UUSMB utilizando un Bioanalyzer
2100 (Agilent Technologies). Se construy6 una biblioteca de ADN complementario
(ADNc) a partir de 1 pg del ARN, utilizando el Kit de preparacion de muestras

TruSeq® Stranded mRNA, siguiendo el protocolo proporcionado por el proveedor.
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La secuenciacién automatizada de ADN se realiz6 en un analizador de genoma lIx
(Illumina). Cada biblioteca constaba de dos archivos fastq (lecturas de avance R1y
retroceso R2). La calidad de las lecturas en bruto se evalu6 mediante el programa

FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).

Para los procesos de analisis y obtencion de las posibles secuencias peptidicas se
utilizaron los programas Trinity para el ensamblado “de novo”, Transdecoder v2.01
para identificar las regiones de codificacion posibles dentro de secuencias de
transcripcion (http://transdecoder.sf.net), Blast (Basic Local Alignment Search Tool)
para encontrar las regiones de similitud entre secuencias bioldgicas (BLASTX
v2.3.1, BLASTP v2.3.0) y el programa SignalP 5.0 para predecir la presencia de
péptidos sefial y la ubicacibn de sus sitios de escisibn en proteinas
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-5.0) (De Oliveira et Al,
2018; Cid-Uribe et al., 2018).

5.4.3 Vectores utilizados

Se utilizo el vector de clonacion TOPO 2.1 (Invitrogen™) para la seleccion de las
clonas. Para la expresion del inserto de interés se utilizé el vector pQE30 (Qiagen)
usando los sitios de restriccion BamH1 y Pstl. El vector pQE30 agrega una
secuencia de seis histidinas en la seccion N-terminal, la cual facilita la purificacion,
adicionalmente se afiadid el sitio de corte FXa para escindir la secuencia de
histidinas de ser necesario. Para ambos casos se confirmaron las secuencias de los
insertos mediante secuenciacion en la Unidad de Secuenciacion y Sintesis de DNA
del IBT. Para cada caso, la construccion del vector pQE30 fue como se indica en la

Figura 6.
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Figura 6: Esquema del vector de expresion pQE30. Se indica cada componente del
vector de expresion, la abreviatura “Sec” indica el sitio donde va el gen de la
secuencia para cada toxina diferente.

5.4.4 Cepas de E. coli

Se utilizo la cepa de E. coli XL1 Blue para crecimiento y seleccion de las clonas. Se
evaluo la expresion en la cepa Origami® la cual tiene mutaciones en el gen de la
tiorredoxina reductasa (trxB) y el gen de glutation reductasa (gor), que mejoran en
gran medida la formacion de enlaces disulfuro, y la cepa SHuffle® la cual expresa
constitutivamente una copia cromosomica de la Disulfuro Isomerasa DsbC, la cual

promueve la correccion de proteinas mal oxidadas en su forma correcta.

5.4.5 Medio de crecimiento celular

Convencionalmente se utilizé el medio de crecimiento LB (Luria-Bertani) y se evalué
en dos condiciones diferentes (con peptona o con triptona) (De la Rosa et al., 2018)
para el mejoramiento en la cantidad de proteina expresada. La induccién se realiz6
con IPTG (0.1 mM - 0.05 mM) cuando la ODesoo del medio fue de 0.8. Se incubo
durante 16-18 h a 16°C. Se evaluo el mejoramiento de la expresion de proteina
enriqueciendo el medio con sulfato de magnesio (al 0.7%) y glucosa (al 0.3%) al

momento de realizar la induccién de la expresién.
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5.5 Obtencidn de proteina recombinante
Posterior a la incubacion, el medio de cultivo se centrifugd a 14,000 rpm por 30 min
en una centrifuga BECKMAN con rotor JA-20. El concentrado celular se disolvié en
Tris-HCI 50 mM a pH 8, y se someti6 a presion en una prensa francesa para romper
el material celular a 30 psi. Posteriormente se centrifug6 a 14,000 rpm por 30 min.
Tanto la parte liquida (fraccion soluble) como al sélido obtenido (cuerpos de
inclusion) se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (al 15 %)

en condiciones reductoras.

5.5.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida

Tanto el veneno completo de escorpion como las toxinas recombinantes
expresadas, se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en
presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), en condiciones reductoras,
utilizando geles al 12.5% de concentracion de poliacrilamida. Los geles se tifieron

con azul brillante de Coomasie R-250 (Laemmli, 1970).

5.5.2 Cromatografia de afinidad a niquel

La fraccidn de interés (cuerpos de inclusion) se sometié a un paso de purificacion
por cromatografia de afinidad a columna de Niquel, la proteina recombinante se
eluyo con 12 mL de 6 M Cloruro de guanidinio, 100 mM Tris HCI pH 8.8 en presencia
de Imidazol (300 mM), posteriormente se diluy6 al 50% v/v con agua grado miliQ®,
acidificada a pH 3 con HCl y filtradas (Durapore® PVDF Membrane 0.22 pum).

5.5.3 Cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa

Las fracciones eluidas de la cromatografia de afinidad a niquel se sometieron a un
segundo paso de purificacion en FR-HPLC utilizando una columna preparativa
Pursuit 5 C1s 250x10.0 mm con un gradiente de agua/acetonitrilo en TFA al 0.1%
(0-60% en acetonitrilo en 60 min) y monitoreado a 230 nm. Se colect6 al tiempo de
retencion esperado para cada toxina recombinante, se liofilizd6 y cuantificd la
proteina obtenida. Como tercer paso de purificacion, la proteina recombinante se

separ6 en una columna analitica Kinetex® 5 um Biphenyl, 100 A, 250 x 4.6 mm.
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Cada sefial de absorbancia se colect6 individualmente y se secé en un concentrador

al vacio (Savant).

5.6 Evaluacién de la actividad téxica de los péptidos recombinantes
Las fracciones obtenidas en FR-HPLC fueron diluidas en agua miliQ® con
resistividad de 18.2 MQ.cm y se cuantifico la cantidad de proteina contenida en un
espectrofotometro a 280 nm (NanoDrop™ One de Thermo Scientific™). Se inyecto
via intracraneal hasta 20-30 pg de cada fraccion en ratones albinos cepa CD-1 (20

g de peso) para evaluar la toxicidad de los péptidos expresados.

5.7 Evaluacion de la estructura secundaria de los péptidos
recombinantes
La estructura secundaria de las cuatro neurotoxinas recombinantes se evaluo
mediante dicroismo circular (DC). La medicién se realizé en un espectropolarimetro
Jasco modelo J-720 (Jasco, Tokio, Japdn), de 190 a 260 nm en una solucién acuosa
de trifluoroetanol (TFE) al 60%, a temperatura ambiente, con una celda de paso de
1 mm. Los datos se recogieron a 1 nm con una velocidad de barrido de 50 nm/min
y una constante de tiempo de 0,5 s. La concentracion de HisrTppal, HisrTppaz2,
HisrTce3 e HisrCbil fue de 0,7, 0,7, 0,7y 1,4 g/L, respectivamente. Los datos fueron
el promedio de dos registros separados y analizados por el software Bestsel
(http://bestsel.elte.hu/index.php) (Micsonai et al., 2018). La neurotoxina de
escorpion nativa Chil (0.7 g/L) se us6 como control comparativo en las mismas

condiciones.

5.8 Inmunizacién de conejos
La inmunizacién se realiz6 en 2 conejos con peso de 1.5 — 2.0 kg bajo el esquema
presentado en la Tabla 8. La via de administracion de los inmundgenos (Las
proteinas recombinantes HisrTppa2, HisrCbil, HisrTppal y HisrTCe3) fue
subcutanea en la zona dorsal. Antes de cada inmunizacion se procedio a realizar

una toma de muestra (sangrado) de 1-2 mL de sangre para cada conejo. Se
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utilizaron como adyuvante alumina (Imject™ Alum) y adyuvante incompleto de
Freud (WHO 2017).

Tabla 8: Esquema de Inmunizacion en Conejos

# Inmunizacién Dia Inmunogeno/ Adjuvante* Vol/Conejo Lado
Conejo (Lg) (mL)
1 0 25 A-B-C AlF 1.0 Derecho
2 7 25D AlF 1.0 Izquierdo
3 14 25 A-B-C Imject® 1.0 Derecho
4 21 25D Imject® 1.0 Izquierdo
5 28 25 A-B-C AlF 1.0 Derecho
6 35 25D Imject® 1.0 Izquierdo
7 42 50 A-B-C NO 1.0 Derecho
8 49 50 D NO 1.0 Izquierdo
9 56 100 A-B-C Imject® 1.0 Derecho
10 63 100 D Imject® 1.0 Izquierdo
11 70 150 A-B-C AlF 1.0 Derecho
12 77 150 D AlF 1.0 Izquierdo
13 84 200 A-B-C Imject® 1.0 Derecho
14 91 200 D Imject® 1.0 Izquierdo
15 98 300 A-B-C AlF 1.0 Derecho
16 105 300 D AlF 1.0 Izquierdo
17 112 400 A-B-C Imject® 1.0 Derecho
18 119 400 de D Imject® 1.0 Izquierdo
19 126 500 A-B-C-D AlF 1.0 Derecho
20 133 500 A-B-C-D No 1.0 Izquierdo

IF: Adyuvante Incompleto de Freud; NO: Sin adyuvante; A: Proteina HisrTppa2; B: Proteina HisrCbil; C: Proteina HisrTppal,;
D: Proteina HisrTCe3.

5.9 Purificacién de IgGs por precipitacion con Acido Caprilico

El plasma obtenido de los conejos se diluyo en una proporcién 1:1 con agua estéril.
Se ajusto el pH a un valor de 5 con &cido acético 3 M. Se afadié acido caprilico a
la solucién para obtener una concentracion final de 4% de acido caprilico. Se agito
durante 30 min y se centrifugo a 11 000 rpm durante 30 min. El sobrenadante se
filtr6 (Whatman® Filter Paper 3MM) y dializo en una membrana de didlisis
(Spectra/Por® 4 Dialysis Membrane Standard RC Tubing MWCO: 12-14 kD) contra
PBS 0.5 M; 150 mM de NaCl. Se realizaron recambios de PBS cada 6 hy 24 h
después se filtré en una membrana de 0.22 um (Merck Millipore), se cuantifico por
UV a 280 nmy liofiliz6 (WHO 2017).
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5.10 Inmunoelectrotransferencia
Para identificar que los anticuerpos generados estuvieran reconociendo a las
toxinas recombinantes generadas, asi como a las proteinas contenidas en el veneno
completo, se realiz6 un gel de electroforesis en poliacrilamida en presencia de SDS
al 12.5% en condiciones reductoras. Posteriormente, se realiz6 la transferencia a
membrana de nitrocelulosa y se hizo reaccionar con una dilucion 1:30 v/v de I1gGs
purificadas de conejo (a una dilucion de 30 mg/mL), se bloqued con caseina (al 5%)
los sitios libres y se hizo reaccionar con un anticuerpo anti IgG de conejo el cual
esta marcado con fosfatasa alcalina para permitir el revelado con el kit BCIP/NBT

(Invitrogen) y visualizacion de los complejos proteina-anticuerpo en la membrana.

5.11 Ensayo de ELISA
Para cuantificar el valor de reconocimiento de los anticuerpos obtenidos (titulo), se
utilizé la técnica de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA) (WHO 2017).En este
caso se realiz6 un ELISA indirecto donde se uni6 veneno completo de escorpion a
placas para ELISA de 96 pozos, posteriormente se hizo reaccionar el suero de
conejo obtenido a diferentes diluciones (iniciando a una dilucién 1:90), la deteccion
de anticuerpos se realiz6 mediante el uso de un segundo anticuerpo (conjugado
anti-conejo acoplado a peroxidasa) incubando durante 1 h a 37°C. Se adicionoé el
sustrato ABTS (&cido L-tartarico/Carbonato de sodio) incub6d durante 10 min y se
midié a 495 nm en un lector de placas de Elisa (SUNRISE ™). Se utilizaron los
antivenenos comerciales de tres paises para comparar los titulos de reconocimiento
como: Brasil dilucion 1:60 para venenos de Tityus y 1:3 para veneno de

Centruroides, México dilucion 1:3 y Venezuela dilucion 1:3 para todos los venenos.

5.12 Ensayo de DEso
Para los experimentos de Dosis Efectiva (DEso) (WHO 2017), se incubd 1.5 LDso de
veneno de escorpion durante 30 minutos a 37°C con diferentes volimenes de 1gGs
purificadas y preparadas a una concentracion de 30 mg/mL. Se inyectaron por via
intravenosa en grupos de 4 ratones cepa CD-1. Después de 48 h, se calculd la DEso

a partir del grafico del porcentaje de supervivencia (a las 48 h) frente a la dosis de
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antisuero, y se define como el volumen de antisuero capaz de proteger al 50% de
los ratones expuestos. Para las pruebas de neutralizacion se utilizé el veneno de

las especies T. cerroazul, T. pachyurus y C. bicolor. (WHO 2017).
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacion y expresion de neurotoxinas del veneno de Tityus

pachyurus

Con base a los antecedentes de Salazar et al. (2018) se seleccioné la toxina con
una masa molecular de 7,332.0 Da, la cual demostré ser toxica para ratones siendo
una de las toxinas mayoritarias en este veneno. Esta toxina fue purificada del

veneno completo y la toxina nativa se sometié a secuenciacion N-terminal.

La secuencia N-terminal para los primeros 20 residuos de dicha neurotoxina fue:

KDGYLVGNDGCKYSCLTRPG

Para la clonacion se disefié el iniciador que se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9: Iniciador utilizado para obtener la secuencia 7,332 Da de T. pachyurus.

Nombre Secuencia 5-3° TM °C
Directo AAAGATGGTTACCTGGTGGGGAACGACGGTTGCAAATATAGT 69.0

Los transcritos amplificados fueron clonados (ver Seccién 5.4), y los plasmidos con
insertos del tamafio esperado fueron secuenciados. Los transcritos se tradujeron
utilizaron el programa Translate Tool (https://web.expasy.org/cgi-
bin/translate/dna_aa) (Gasteiger et al., 2005) (Tabla 10).

Tabla 10: Alineamiento del N-terminal de la proteina del veneno de T. pachyurus

con los transcritos obtenidos por 3’'RACE.

Nombre Secuencia de Aminoéacidos Da*
N-terminal KDGYLVGNDGCKYSCLTRPG 7.332.4
3’'RACE-C1 KDGYLVGNDGCKYSCLTRPGHYCASECSRVKGKDGYCYAWMACYCYNMPNWVKTWSRATNKCGKRK 7,100.1
3’'RACE-C2 KDGYLVGNDGCKYSCLTRPGHYCASECSRVKGKDGYCYAWMACYCYSMPDWVKTWSRSTNRCGRGK 7,331.3

*Masa oxidada, Los aminoacidos marcados (_) no se utilizaron para la determinacion de la masa.
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La secuencia de aminoacidos de la clona 3’'RACE-C1 obtenida, resulto tener la
masa molecular similar a la de Tityus pachyurus Coclé fraccion #33, fraccion
también neurotoxica (Salazar et al. 2018). La secuencia de aminoacidos de
3’"RACE-C1 se compar6 con las secuencias depositadas en la base de datos del
Centro Nacional para la Informacién Biotecnologica (NCBI) utilizando el programa
BLASTp donde se obtuvo un 97% de identidad con la beta-neurotoxina Toll de
Tityus obscurus y un 90% de identidad con las beta neurotoxinas To3 de Tityus

obscurus, Tz1 de Tityus zulianus y Bactridine 2 de Tityus discrepans (Tabla 11).

Tabla 11: Alineamiento de la secuencia 3’'RACE-C1 con algunas secuencias de
transcritos obtenidos de las glandulas de veneno de Tityus obscurus, Tityus zulianus
y Tityus discrepans.

Secuencia de Aminoacidos %
Toxina
1 10 20 30 40 50 60 Identidad Cddigo
3’RACE-C1 KDGYLVGNDGCKYSCLTRPGHYCASECSRVKGKDGYCYAWMACYCYNMPNWVKTWSRATNKCGKRK 100
Toll KDGYLVGNDGCKYNCLTRPGHYCANECSRVKGKDGYCYAWMACYCYNMPNWVKTWSRATNKCGKRK 97 H1Zz10.1
Tz1 KDGYLVGNDGCKYSCFTRPGTYCANECSRVKGKDGYCYAWMACYCYSMPNWVKTWDRATNRCGRGK 90 Q2NME3.1
Bact-2 KDGYLVGNDGCKYSCFTRPGTYCANECSRVKGKDGYCYAWMACYCYSMPNWVKTWNRATNRCGR 90 POCF37.1

*Los aminodacidos subrayados () indican una posible modificacién postraduccional (amidacién)

La alta identidad en el alineamiento de la secuencia obtenida con las beta-
neurotoxinas de la base de datos del NCBI, indica que la proteina es posiblemente
una B-neurotoxina y sugiere que su blanco posiblemente sea el canal de sodio
dependiente de voltaje (Borges et al., 2020).

La secuencia transcrita de aminoacidos de la clona 3’RACE-C2 result6 tener la
masa molecular similar a la de T. pachyurus Coclé fracciéon #32, que también es
neurotdxica (Salazar et al. 2018). Se compar6 con las secuencias depositadas en
la base de datos del NCBI utilizando el programa BLASTp donde se obtuvo un
96.9% de identidad con la beta-neurotoxina To3 de T. obscurus y un 90.1% de

identidad con la beta neurotoxina Tz1 de T. zulianus (Tabla 12).
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Tabla 12: Alineamiento de la secuencia 3’'RACE-C2 con algunas secuencias de
transcritos obtenidos de las glandulas de veneno de Tityus obscurus y Tityus
zulianus.

Secuencia de Aminoacidos %
Toxina
10 20 30 40 50 60 Identidad Cddigo
3’'RACE-C2 KDGYLVGNDGCKYSCLTRPGHYCASECSRVKGKDGYCYAWMACYCYSMPDWVKTWSRSTNRCGRGK 100
To3 KDGYLVGNDGCKYNCLTRPGHYCANECSRVKGKDGYCYAWMACYCYSMPDWVKTWSRSTNRCGRGK 96.9 HE585226.1
Tz1 KDGYLVGNDGCKYSCFTRPGTYCANECSRVKGKDGYCYAWMACYCYSMPNWVKTWDRATNRCGRGK 90.1 Q2NME3.1

*Los aminoacidos subrayados () indican una posible modificacion postraduccional (amidacién)

La alta identidad en el alineamiento de la secuencia obtenida con las beta-
neurotoxinas de la base de datos del NCBI, indica que la proteina es posiblemente
una B-neurotoxina y sugiere que su blanco es el canal de sodio dependiente de

voltaje.

Transcriptoma y analisis bioinformatico

Similarmente, las glandulas del veneno de Tityus pachyurus fueron utilizadas para
un analisis transcriptémico (Lépez et al., 2022). Como resultado del proceso de
secuenciacion masiva, se obtuvieron 13,312,667 lecturas pareadas, para las cuales
mediante el comando “-cutadapt” se eliminaron lecturas consideradas como
adaptadores usados en los procesos de secuenciacion o lecturas de baja calidad
(phred33). Posteriormente, se utilizaron los programas TRINITY para el ensamblaje
del transcriptoma (Haas et al., 2013), TransDecoder v2.01 para determinar las
regiones codificantes (http://transdecoder.sf.net) y BLASTP v2.3.0 para el
alineamiento de secuencias (Lopez et al., 2022). Con estos datos se pudo identificar
la presencia de los genes que codifican para las toxinas de interés con masa
oxidada aproximada de 7,100.0 y 7,332.0 Da (Tabla 14).
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Tabla 13: Secuencias nucleotidicas obtenidas del transcriptoma de T. pachyurus.

Cadigo Secuencias obtenidas
TRINITY_DN76_c TTTTTTTTTTTTTTTTATAGTGCAATTAGAAGTTTTATTTATTTAAATGAACCTGTTACA
0 gl i2 GTTTATGCAAAAACCGATATTTTGTGTTAACCAGAGAGTTTCTATTTGCGTTTTCCGC

ATTTATTTGTAGCACGGCTCCAGGTTTTCACCCAATTTGGCATATTGTAGCAATAGCA
CGCCATCCATGCATAGCAGTAACCATCTTTTCCTTTCACACGACTGCATTCGCTAGC
ACAATAGTGCCCTGGTCTTGTAAGGCAACTATATTTGCAACCGTCGTTCCCCACCAG
GTAACCGTCTTTACATTCGACAACCATGCCAATTAGAAAGAAGCAGCTGATGAACAA
AACGAATTGGGTCATCTTTCAGGTGGATTGCTCTTCGATAATTCAC

TRINITY_DN76_c | TTTTTTTTTTTTTTTTATAGTGCAATTAGAAGTTTTATTTATTTAAATGAACCTGTTACA
0_g1_i12 GTTTATGCAAAAACCGATATTTTGTGATAACCACAGATTTTCTATTTGCCTCTTCCGC
ATCTATTTGTAGAACGACTCCAGGTTTTTACCCAATCTGGCATACTGTAGCAATAGC
ATGCCATCCATGCATAGCAGTAACCATCTTTTCCTTTCACACGACTGCATTCGCTAG
CACAATAGTGCCCTGGTCTTGTAAGGCAACTATATTTGCAACCGTCGTTCCCCACCA
GGTAACCGTCTTTACATTCGACAACCATGCCAATTAGAAAGAAGCAGCTGATGAACA
AAACGAATTGGGTCATCTTTCAGGTGGATTGCTCTTCGATAATTCAC

Lépez et al., 2022

Se  utilizaron los  programas  Translate  Tool (https://web.expasy.org/cgi-
bin/translate/dna_aa) (Gasteiger et al., 2005) y SignalP-5.0
(http://lwww.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) para la traduccion y determinacion de péptidos
sefial y la ubicacién de sus sitios de escision en proteinas (Lopez et al., 2022). Las

secuencias maduras se alinearon con las secuencias obtenidas anteriormente (Tabla 14).

Tabla 14: Secuencias aminoacidicas de las toxinas de interés en T. pachyurus.

Cadigo Secuencia

Da*

3’RACE-C1 KDGYLVGNDGCKYSCLTRPGHYCASECSRVKGKDGYCYAWMACYCYNMPNWVKTWSRATNKCGKRK
TRINITY_DN7  KDGYLVGNDGCKYSCLTRPGHYCASECSRVKGKDGYCYAWMACYCYNMPNWVKTWSRATNKCGKRK
6_c0_gl_i2

TRINITY_DN7  KDGYLVGNDGCKYSCLTRPGHYCASECSRVKGKDGYCYAWMACYCYSMPDWVKTWSRSTNRCGRGK
6_c0_gl_i12

3'RACE-C2 KDGYLVGNDGCKYSCLTRPGHYCASECSRVKGKDGYCYAWMACYCYSMPDWVKTWSRSTNRCGRGK

7108.0
7108.0

7 339.3

7 339.3

*masas reducidas tedricas, los aminoacidos subrayados () indican una posible modificacion
postraduccional (amidacion) y no se consideraron para la determinacion de la masa.

Una vez confirmada la secuencia de estas toxinas, se denomind a la secuencia con
masa de 7,100.0 Da (+2 Da) como TppaZ2 y la secuencia con masa de 7,332.0 (x2

Da) como Tppal.
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Expresion de latoxina HisrTppal de T. pachyurus

Al conocer la secuencia completa de la proteina denominada Tppal, se disefiaron
los iniciadores directo y reverso incluyendo los sitios de corte BamH1, Factor Xa,
una sefial de paro y Pstl como se indicé en la metodologia, para pasar el gen al
vector pQE30 y expresar la proteina en células de E. coli cepa Shuffle®. La toxina

recombinante resultante la denominamos HisrTppal.

Se creci6 el medio de cultivo hasta obtener una ODesoo de 0.8, una vez alcanzada la
ODeoo, se adiciono IPTG para obtener una concentracion final de 0.05 mM, se
afadié 10 mL de glucosa al 30%, 2.3 mL de MgSOa al 30% y se incub6 durante 14
h a 16°C. Se realizaron los pasos de purificacion mencionados en la seccion 4.5.
Las fracciones obtenidas por HPLC (Figura 7; Al) fueron concentradas en un
concentrador de solvente (Savant), suspendidas en H20 y hasta 30 pg fueron
inyectados via intracraneal en ratones cepa CD-1 para evaluar la actividad bioldgica
de la toxina expresada.

La secuencia esperada (80 aminoacidos) de la toxina recombinante HisrTppal es:
MRGSHHHHHHGSIEGRKDGYLVGNDGCKYSCLTRPGHYCASECSRVKGKDGYCYAWMACYCYSMPDWVKTWSRSTNRCGR

La masa molecular teorica es de 9,185.3 Da (oxidada), la cual se confirmé por
espectrometria de masas (Figura 8; A) al obtener la fraccién aislada por HPLC una
masa molecular aparente de 9,184.4 Da (oxidada).

La fraccién marcada con una estrella (Figura 7; A1) mostré actividad toxica al ser
inyectada en ratones (20 ug; Ver seccion 5.2), y 400 ug de esta fraccion fue
purificada (Figura 7; A2) en un segundo paso cromatografico bajo las mismas

condiciones.

Expresion de latoxina HisrTppa2 de T. pachyurus
Al conocer la secuencia completa de la proteina denominada Tppa2, se disefiaron
los cebadores directo y reverso incluyendo los sitios de corte BamH1, Factor Xa,

una sefal de parada y Pstl (Tabla 15). Analizando la secuencia C-terminal de esta
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clona con las secuencias C-terminal de las proteinas con alto grado de similitud se
identifico una sefial para la amidacion, por lo cual se tom¢é la decision de agregar un
residuo de Arg, un aminoacido basico en el C-terminal va a ser mas inmunogénico
y con mayor activadad (Estrada et al., 2007). Esta nueva construccion en el
plasmido pQE30 la denominamos HisrTppa2.

Tabla 15: Cebadores construidos para la expresion de la toxina con masa molecular
7,100 Da de T. pachyurus.

Nombre Secuencia 5-3” TM °C

Directo GAGGGATCCATCGAGGGACGCAAAGATGGTTAC 68.1
Bam H1 FXa

Reverso GCTACAAATAAATGCCGCTAATAGCTGCAG 50.7

Arg parada Pstl

Se utilizaron los procedimientos indicados por los proveedores de las células SHuffle®
y Origami®. Solo se obtuvo proteina en la fraccion insoluble (cuerpos de inclusién) en
la cepa Origami®, mientras en la cepa SHuffle® se obtuvo una fraccién con actividad

sobre ratones (Figura 8; B1).

La secuencia esperada (79 aminoacidos) de la toxina recombinante HisrTppa2 es:
MRGSHHHHHHGSIEGRKDGYLVGNDGCKYSCLTRPGHYCASECSRVKGKDGYCYAWMACYCYNMPNWVKTWSRATNKCR

La masa molecular aparente de 9,118.3 (oxidada) se confirmé mediante
espectrometria de masas (Figura 8; B) al obtener una masa molecular aparente de
9,109.3 Da (oxidada). La fraccion marcada (*) (Figura 7; B1) mostr6 actividad téxica
al ser inyectada en ratones (20 ug). Esta fraccion (400 pg) fue purificada
nuevamente (Figura 7; B2) en un segundo paso cromatografico bajo las mismas

condiciones.
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6.2 Caracterizacion y expresion de neurotoxinas del veneno de T.
cerroazul
Con base a los antecedentes de Salazar et al. (2018) se seleccion6 la neurotoxina
con masa molecular de 6,968.0 Da (+2 Da) la cual demostré ser toxica para ratones.

La secuencia N- terminal para los primeros 25 residuos de dicha neurotoxina fue:

KDGYIIEHRGCKYSCFFGSSSWCNK

Para la identificacién del transcrito que codifica para esta neurotoxina y para su

eventual clonacion se disefo el cebador que se muestra en la Tabla 16.

Tabla 16: Cebador utilizado para T. (T.) cerroazul
Nombre Secuencia5'a 3' T™M°C

directo AAAGATGGTTAT 26.7

Con dicho cebador se amplificaron varios genes utilizando el método 3"RACE, estos
fueron clonados (ver seccion 5.4), y los plasmidos con insertos del tamafio
esperado fueron secuenciados. Posterior a la identificacion del transcrito se tradujo
la secuencia (https://web.expasy.org/translate/) (Gasteiger et al., 2005) (Tabla 17).

Tabla 17: Alineamiento del N-terminal de la proteina del veneno de T. cerroazul con el transcrito
obtenido por el método de 3’'RACE.

Método Secuencia de aminoacidos MM (Da*)
N-Terminal KDGYIIEHRGCKYSCFFGSSSWCNK 6 968.0
3'RACE-1 KDGYIIEHRGCKYSCFFGSSSWCNKECTLKKGSSGYCAWPACWCYGLPDSVKIFDSNNNKCSKK 6 966.9
3’'RACE-2 KEGYLMDHEGCKLSCFIRPAGYCGRECAIKKGSEGYCAWPACYCYKLPNHVKVWEYATNRCGK 6994.1

*masas moleculares oxidadas, los aminoacidos subrayados (_) indican una posible modificacién postraduccional

(amidacion) y no se consideraron para la determinacién de la masa.

Andlisis por espectrometria de Masas/Masas

Se purifico a partir del veneno de escorpion, la toxina con masa molecular 6,968.0
Da (2 Da), y aproximadamente 15 ug fueron procesados como se indico en la

Seccién 5.3. Los resultados de masas fueron analizados con el programa
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MaxQuant (versidon 1.6.3.3) (Cox, 2008) los péptidos estimados se muestran en la
Tabla 18. Se logré obtener un 100% de cobertura al analizar los espectros obtenidos
de los dos cortes enzimaticos, con la secuencia obtenida anteriormente por el
método de 3'RACE.

Tabla 18: Alineamiento de la secuencia obtenida por el método 3'RACE, y los
fragmentos péptidicos (quimotripsina/tripsina) analizados por el programa
MaxQuant para la toxina de masa molecular 6,968.0 Da.

ID 100% de cobertura E*
3’RACE KDGYIEHRGCKYSCFFGSSSWCNKECTLKKGSSGYCAWPACWCYGLPDSVKIFDSNNNKCS
14 KDGYIEHR T
15 KDGYIEHRGCKY Q
4 DGYIIEHR T
11 IIEHRGCKY Q
12 IIEHRGCKYSCF Q
13 IIEHRGCKYSCFF Q
17 SCFFGSSSW Q
19 YSCFFGSSSWCNK T
2 CNKECTLKKGSSGY Q
0 CAWPACW Q
1 CAWPACWCY Q
3 CYGLPDSVKIF Q
7 GLPDSVKIF Q
9 IFDSNNNK T
8 GLPDSVKIFDSNNNKCS Q

*La columna E indica la enzima que se utilizo para obtener el fragmento; Q: quimiotripsina; T: tripsina

Secuenciacién y andlisis bioinforméatico

Paralelamente, las glandulas del telson de especimenes adultos Tityus cerroazul
fueron utilizadas para un analisis transcriptémico (6 glandulas), donde se obtuvieron
19,526,182 millones de lecturas pareadas (Lopez et al., 2022). Mediante el
programa FastQC y el comando “cutadapt” se eliminaron lecturas consideradas
como adaptadores usados en los procesos de secuenciacion o lecturas de baja
calidad (phred33). Posteriormente, se utilizaron los programas TRINITY (Haas et
al., 2013), Transdecoder v2.01 (http://transdecoder.sf.net), BLASTP v2.3.0 (L6pez

44



et al.,, 2022). Con estos datos se pudo identificar la presencia de los genes que
codifican para las toxinas de interés con masa oxidada aproximada de 6,968.8 y
6,995.8 Da (Ver Tabla 19).

Tabla 19: Secuencias nucleotidicas obtenida del transcriptoma de T. cerroazul.

Cdédigo Secuencia obtenida
TRINITY_DN337_cO | TATAAATAGTCGGGATTTTGCGACTAAAATTCAATCGAATCTCCCGTTATTTCGAAAGCGGTCGA
(_Ig 1#\} Iﬁ IlTY-l) AGATCAATCAGTCCGAACAATGAAAGCGATCATTTTCTTTATCGGATGCTTAATGCTTATTGATG

TGGTGGTGGAAAGTAAAGACGGATACATCATCGAGCATCGAGGCTGCAAATACAGTTGCTTCTT
TGGTTCGTCGTCCTGGTGTAATAAAGAATGCACGTTAAAGAAAGGCTCGTCGGGCTACTGCGC
CTGGCCAGCCTGTTGGTGTTACGGGCTTCCCGATAGCGTCAAAATTTTCGACAGTAACAACAAT
AAATGTAGCAAAAAATAAATTTTCTTTCCACTAAAAGCGTGCTTTTTTGGAATGAATTGTAAGAAG
TTACGGAAACATTAAAAATTCTTGCATTATAAAAAAA

TRINITY_DN73245_ | TTACAATTCAATTCGTGACTTTTTAATATTCGCGTGACAGGTTACAGTTCATTGGTCGAGGGTTA
c0_gl_i.pl TCGACGGTACAAAATGAACTATTTGCCGCATCTATTTGTGGCGTATTCCCAAACTTTGACGTGAT
(E_TRINITY-2) TCGGCAGTTTGTAGCAGTAACACGCCGGCCAGGCGCAGTATCCTTCGGATCCCTTCTTTATGG
CGCATTCGCGGCCGCAGTATCCCGCTGGTCTGATGAAACAACTGAGTTTACATCCTTCGTGGT
CCATCAAGTATCCTTCTTTACATTCCACCACGCCGATCAGCACTAAACAGCTGACGAACAGAAT
TATTCCTTTCATGCTTCAAATCGATGATTCCTCGAAGGGTCTTCCAATAAAACACGATTCAATTC
AATTCTAATTACGAATCGCC

Lépez et al., 2022

Para la traduccion del gen a secuencia de proteina se utilizé6 la herramienta

bioinformética del sitio web https://web.expasy.org/translate/ (Gasteiger et al., 2005)

y la para la eliminacion del péptido sefial se utilizé la herramienta del sitio web
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ donde la secuencia resultante se comparé

con la secuencia obtenida con el método de 3’'RACE (Tabla 20).

Tabla 20: Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de toxinas obtenidas por

[{ e

N-terminal y técnicas “6micas”.

Método Secuencia de aminoacidos MM (Da)*
N-terminal KDGYIIEHRGCKYSCFFGSSSWCNK 6 968.0
3'RACE KDGYIIEHRGCKYSCFFGSSSWCNKECTLKKGSSGYCAWPACWCYGLPDSVKIFDSNNNKCSKK 6 966.9

E TRINITY-1 KDGYIIEHRGCKYSCFFGSSSWCNKECTLKKGSSGYCAWPACWCYGLPDSVKIFDSNNNKCSKK 6 966.9
E TRINITY-2 KEGYLMDHEGCKLSCFIRPAGYCGRECAIKKGSEGYCAWPACYCYKLPNHVKVWEYATNRCGK 6 994.5

*masas moleculares oxidadas, los aminoacidos subrayados (_) indican una posible modificacién postraduccional

(amidacion) y no se consideraron para la determinacién de la masa.

La secuencia de aminoéacidos obtenida E_TRINITY-1 se denominé como Tce3 y se
comparo con las secuencias depositadas en la base de datos del NCBIlutilizando el
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programa BLASTp donde se obtuvo un 93.4% de identidad con la beta neurotoxina
Td5 de Tityus discrepans y un 91.8% de identidad con la beta neurotoxina
Bactridine-1 de T. discrepans (Tabla 21).

Tabla 21: Alineamiento de la secuencia Tce3 con algunas secuencias de Tityus

discrepans.
Nombre Secuencia de aminoacidos %
1 10 20 30 40 50 60 Identidad Cédigo
Tce3 KDGYIIEHRGCKYSCFFGSSSWCNKECTLKKGSSGYCAWPACWCYGLPDSVKIFDSNNNKCS 100
Td5 KDGYIIEHRGCKYSCFFGTNSWCNTECTLKKGSSGYCAWPACWCYGLPDNVKIFDSNNNKC- 93.4 C9X4K3.1
Bactridine-1 ~ KDGYIIEHRGCKYSCFFGTNSWCNTECTLKKGSSGYCAWPACWCYGLPDNVKIFDSNNLKC- 91.8 POCF39.1

La alta identidad en el alineamiento de la secuencia obtenida con las beta-
neurotoxinas de la base de datos del NCBI, indica que la proteina Tce3 es
posiblemente una B-neurotoxina y sugiere que su blanco es el canal de sodio
dependiente de voltaje.

La secuencia de aminoécidos E_TRINITY-2 se denominé como Tce4 y se compard
con las secuencias depositadas en la base de datos del NCBI utilizando el programa
BLASTp donde se obtuvo un 92.0 % de identidad con la beta neurotoxina Ttlg de
Tityus trivittatus y un 92.0 % de identidad con la beta neurotoxina Tfl de Tityus.

fasciolatus (Tabla 22).

Tabla 22: Alineamiento de la secuencia Tce4 con algunas secuencias de Tityus
trivittatus y Tityus fasciolatus.

Nombre Secuencia de aminoacidos %
1 10 20 30 40 50 60 Identidad Codigo
Tce4d KEGYLMDHEGCKLSCFIRPAGYCGRECAIKKGSEGYCAWPACYCYKLPNHVKVWEYATNRCGK 100
Ttlg KEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECAIKKGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWERATNRCGK 92.0 PODMMS8.1
Tfla KEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECKIKKGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWERATNRCGKK 92.0 PODQH5.1
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Expresiéon de la toxina HisrTce3 de T. cerroazul

Una vez confirmada la secuencia de la toxina Tce3, se disefio el plasmido (ver
Seccién 5.4), y se denomind a la toxina recombinante Tce3 como HisrTce3, se
transformo en células de E. coli cepa SHuffle®. Se crecié el medio hasta obtener una
ODeoo de 0.8, una vez alcanzada la ODsoo, se adiciond IPTG a una concentracion final
de 0.05 mM, se afadié 10 mL de glucosa al 30%, 2.3 mL de MgSO4 al 30% y se incubo
durante 12 h a 16°C. Se realizaron los pasos de purificacion mencionados en la
Seccién 5.5. Las fracciones obtenidas por HPLC (Figura 7; C1) fueron
concentradas al vacio en un equipo Savant SpeedVac (concentrador de solventes),
re-suspendidas en H20 y fueron inyectados 15 pg (Salazar et al 2018) via
intracraneal en ratones cepa CD-1 para evaluar la actividad biolégica de la toxina

expresada.

La secuencia esperada (78 aminoacidos) de la toxina recombinante HisrTce3 es:
MRGSHHHHHHGSIEGRKDGYIIEHRGCKYSCFFGSSSWCNKECTLKKGSSGYCAWPACWCYGLPDSVKIFDSNNNKCS
La masa molecular tedrica de 8,820.9 Da (oxidada), se confirmo por espectrometria
de masas (Figura 8; C) al obtener la fraccion aislada por HPLC una masa molecular
aparente de 9,820.9 Da (oxidada).

La fraccion marcada (*) (Figura 7: C1) mostro actividad tdxica al ser inyectada (25
pg). via intracraneal en ratones CD-1 (Salazar et al., 2018). Esta fraccién con

actividad fue purificada en otro paso cromatografico (Figura 7; C2).
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6.3 Caracterizacion y expresion de una neurotoxina del veneno de

Centruroides bicolor

Con base a los antecedentes de Salazar et al. (2018), se seleccioné la neurotoxina
con masa molecular de 7,487 Da, la cual al ser inoculada (2 pg) en ratones CD-1
via intracraneal produce letalidad.

La secuencia N-terminal de los primeros 25 residuos, para dicha neurotoxina fue:
KDGYPMDNKGCKIACVINNQYCETE

Para la clonacion se disefio el iniciador que se muestra en la Tabla 23.

Tabla 23: Iniciador utilizado para C. bicolor
Nombre Secuencia5'a 3' TM °C

Directo AAA GAT GGG TAT CCT ATG GA 56.0

Este iniciador se prepararo a una concentracion de 20 mmolar para amplificar los
genes, estos fueron clonados (ver seccion 5.4), y los plasmidos con insertos del
tamafio esperado fueron secuenciados. Posterior a la identificacion del transcrito se
tradujo (https://web.expasy.org/translate/) (Gasteiger et al., 2005) dando como

resultado las siguientes secuencias de aminoacidos (Tabla 24).

Tabla 24: Secuencia de alineamiento del N-terminal de la proteina del veneno de
C. bicolor con los transcritos obtenidos de las glandulas del veneno.

Plasmido Secuencia de aminoacidos Da

N-terminal KDGYPMDNKGCKIACVINNQYCETE 7487.0
3'RACE KDGYPMDNKGCKIACVINNQYCETECVTVLKGKKGYCYFWKLACYCEGLPNWAKVWDRATNKCRA 7 485.7

La secuencia de aminoacidos obtenida por 3’ RACE se comparo con las secuencias
depositadas en la base de datos del Centro Nacional para la Informacién
Biotecnoldgica (NCBI) utilizando el programa BLASTp donde se obtuvo un 95% de
identidad con la beta neurotoxina CssIX de Centruroides suffusus suffusus y un 94%
de identidad con la beta neurotoxina Cs9 de Centruroides sculpturatus (Tabla 25).
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Tabla 25: Alineamiento de la secuencia obtenida por 3’RACE con algunas
secuencias de transcritos obtenidos de las glandulas de veneno de Centruroides
suffusus suffusus y Centruroides sculpturatus.

Nombre Secuencia de aminoéacidos % Cddigo
1 10 20 30 40 50 60 Identidad
3'RACE KDGYPMDNKGCKIACVINNQYCETECVTVLKGKKGYCYFWKLACYCEGLPNWAKVWDRATNKCRA 100
CssIX KDGYPMDHKGCKISCVINNKYCETECVTVLKGKKGYCYFWKLACYCEGLPNWAKVWDRATNKCRA 95 F1CGT6.1
KDGYPMDHKGCKISCVINNKYCETECVTVLKGKSGYCYFWKLACYCEGLPNWAKVWDRATNKCRA 94 XP_023241641.1

La alta identidad en el alineamiento de la secuencia obtenida con las beta-
neurotoxinas de la base de datos del NCBI, indica que la proteina de C. bicolor es
posiblemente una B-neurotoxina y sugiere que su blanco es el canal de sodio
dependiente de voltaje. Unicamente la proteina CssIX cuenta con datos sobre su
actividad biologica (Espino et al., 2011), donde indican que interactia sobre el sitio
4 del canal de sodio dependiente de voltaje cambiando el voltaje de activacion hacia
potenciales negativos, afectando la activacion del canal, asi como su alta afinidad a
Nav1l.1/SCN1A, Navl.2/SCN2A y Navl.6/SCNS8A.

Andlisis por espectrometria de Masas/Masas

Se purificé a partir del veneno de escorpién la toxina con masa molecular 7,487.0
Da, y aproximadamente 15 ug fueron procesados como se indico en la Seccion 5.5.
con quimotripsina y tripsina. Los resultados de masas fueron analizados con el
programa MaxQuant (version 1.6.3.3), los péptidos estimados se muestran en la
Tabla 26. Se obtuvo un 100% de cobertura.

Tabla 26: Alineamiento de la secuencia obtenida por el método 3'RACE, vy los
fragmentos peptidicos (quimotripsina/tripsina) analizados por el programa

MaxQuant para la toxina de masa molecular 7,487.0 Da.
ID 100% de cobertura E*

3’'RACE KDGYPMDNKGCKIACVINNQYCETECVTVLKGKKGYCYFWKLACYCEGLPNWAKVWDRATNKCRA

1 KDGYPMDNKGCKIACVINNQYCETECVTVL T
2 KDGYPMDNKGCKIACVINNQYCETEC T
3 KDGYPMDNKGCKIACVINNQY Q
4 DNKGCKIACVINNQY Q
5 KGKKGYCYFW Q
6 CEGLPNWAKVW Q
7 KLACYCEGLPNWAKVW Q
8 DRATNKCRA _ Q

*La columna E indica la enzima que se utilizo para obtener el fragmento; Q: quimiotripsina; T: tripsina
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Secuenciacion y analisis bioinforméatico

Similarmente, las glandulas del veneno de Centruroides bicolor fueron utilizadas
para un analisis transcriptomico, donde se obtuvieron 12,963,910 millones de
lecturas pareadas (LOpez et al., 2022). Mediante el comando “cutadapt” se
eliminaron lecturas consideradas como adaptadores usados en los procesos de
secuenciacion o lecturas de baja calidad (phred33) (Lopez et al., 2022).
posteriormente, se utilizaron los programas TRINITY (Haas et. Al, 2013),
Transdecoder v2.01 (http://transdecoder.sf.net), y BLASTP v2.3.0. Con estos
programas se pudo identificar la presencia del gen que codifica para la toxina con
masa molecular aparente de 7,487.0 Da (x 2 Da) la cual denominamos Cbil (Tabla
27).

Tabla 27: Secuencia nucleotidica obtenida del transcriptoma de Centruroides
Bicolor.

Caddigo Secuencia obtenida

TRINITY_DN33 | CGATCCTATAATATACACAATAAAACTCAGACTACTATAGAATTTGTGAGAATCCGGACTTCAACATAA
7CO_gLILPL | A CAATTTAACGTCGTAACATCGGCGTTGTCAACTTTCACACCTGGCAGTATATCTTCTTTTAAGTCCTT
CTGGCCTGTTGTCCCGATTTCGCCGTATCAATATAACAATTAATATGTGCCAACTATCGCCATCTCCC
TAGCCGGGACACTCGTTTTCCGTTTCTCAAATTTCGGATACATTTGGATATATCGTTTTAATTATCTCT
GCGGGTATATCATCCTTCTCGCATGCAACCATACTATCAACTATTGACCCCTGCACTAAGAACTATCA
TCTAGAACTTTCTTCTTTTCGACCGGAAAGCATACAATCTTCAATTCCTCTACGAAATATTTATCTCCC
CGCGCGCTCAAATGTAAACTCTCTCTTTTGCAATCGTATCTCTATAGTTGTTCTCATATAATATGTATG
ATATCCTTTTTTCAAATAAACGGTTATTTCTTAGTTTAACTAGAATCCGAGTGAGTCACTTCCAACCCA
CTGTCTCACGGTCTCCATCTCGAATCCGATCGTCCGCGCTAGCAGCCGCTCGCGTGATCTACTTTTA
AAACAAACGACACTCGGTTGTGTCAGTCCTGACGATGCATCAAAGAGGTGCCGACCCTCCGGTCAC
AAATTAAAATAATGTTCAATATATAAGTATTGATTTAACTTTAATCATGAATGGCCAAAATGATGTAATG
CGCATTCTGATCTTCCGAAAGCCCACCAGTGGCCGAGCAAATGATACCATTGCTTAATGGAAGATGG
TCGTGGGTTCGCGCCCAATCAATGGGATATAGTAAATTTTTACGGGTTTTTACAGTGTCTATTATTTA
AATACGAAGCACTTTTCTATAGAAAATCCTTCCGAGGAGCATTTCCTTTGCAGATCCTCCGTGTATTA
CGTTGCTATATCCGATCAAACATATAACATAGTCTCCGAATATAATTATTTATATACAATAAAAACCGT
CAAGTAGATGAATAGTCGCATTTCCAAACATACTTTACTGGAACTTAATTATTTTTACTTACTAACTATA
TTAAATAATTTAAAGAACTTATCATTTAAACGTTATCAAAGTAAGAGTTTTTATTAATTAAATCTAATACA
GCGAGTGAGATGTTTTCTAAAGTTGAAATTGAAATTAATTTTTTGCGATTAAAAAAGAAAATGTACAAT
TGAATTTAATATCTGCAGTGATATGTAATTTTATTTTATAAGACTACAATTGAAAAACAATTACGACATC
ATTTCAAGCTCTGCATTTATTGGTTGCTCTATCCCAAACTTTTGCCCAGTTGGGAAGTCCCTCGCAAT
AACAAGCCAGTTTCCAAAAGTAGCAGTAACCCTTCTTTCCCTTCAGAACTGTAACGCATTCCGTTTCA
CAATATTGATTATTGATTACACAAGCGATTTTACATCCTTTATTATCCATCGGATATCCATCTTTGCTCT
GAACTCCTATTATCATCAGAGAAGCGAGGATCAGGATCAAAAATTTCATTTTTGTCTTCAATTGTCTGT
TTAAATTTCGACTAAAGATGAGCAGTTTGAATTCAAGACAAGAAGACAAGAA

Lépez et al., 2022
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Para la traduccion del gen a secuencia de proteina se utilizé la herramienta
bioinforméatica del sitio web https://web.expasy.org/translate/ (Gasteiger et al., 2005)
y la para la eliminacion del péptido sefal se utilizé las herramientas del sitio web
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ la secuencia resultante se compar6 con la

secuencia obtenida con el método de 3’"RACE (Tabla 28).

Tabla 28: Alineamiento del transcrito obtenido por TRINITY

MM
Método Secuencia de aminoacidos

(Da)
N-terminal KDGYPMDNKGCKIACVINNQYCETE 7 487.0
3'RACE KDGYPMDNKGCKIACVINNQYCETECVTVLKGKKGYCYFWKLACYCEGLPNWAKVWDRATNKCRA 7 485.7

E TRINITY KDGYPMDNKGCKIACVINNQYCETECVTVLKGKKGYCYFWKLACYCEGLPNWAKVWDRATNKCRA 7 485.7

Expresion de la toxina HisrCbil de C. bicolor

Al conocer la secuencia completa de la proteina denominada Cbil, se disefiaron los
iniciadores directo y reverso incluyendo los sitios de corte BamH1, Factor Xa, una
sefal de paro y Pstl (Tabla 29) para pasar el gen al vector pQE30 y expresar la
proteina en células de E. coli cepa Origami® y SHuffle®. La toxina recombinante

resultante la denominamos HisrChil.

Tabla 29. Iniciadores disefiados para HisrChil.

Nombre Secuencia5'a 3' T™M °C

Directo GGA TCC ATC GAG GGA CGC AAA GAT GGG TAT CCT ATG GA 50.7
Bam H1 FXa

Reverso GCA ACC AAT AAATGC AGA GCT TAATAG CTG CAG 55.0

Parada Pstl

Una vez disefiado el plasmido, se transformaron las células de E. coli cepas
SHuffle® y Origami®, la expresion y purificacion de la toxina se realizé6 como se
describio previamente (Seccion 4.4). Las fracciones obtenidas por HPLC (Figura
8; D1) fueron concentradas en un concentrador de solvente (Savant), re-

suspendidas en H20 (Tipo 1) y se utilizé 15 pg para ser inyectados via intracraneal
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en ratones cepa CD-1 para evaluar la actividad bioldgica de la toxina expresada.
(Salazar et al., 2018)

La secuencia esperada de la toxina recombinante HisrCbil:

MRGSHHHHHHGSIEGRKDGYPMDNKGCKIACVINNQYCETECVTVLKGKKGYCYFWKLACYCEGLPNWAKVWDRATNKCRA

Con una masa molecular aparente de 9,339.7 (oxidada) se confirm6 por
espectrometria de masas (Figura 8 D) donde la masa molecular experimental fue
de 9,339.4 (oxidada).

La fraccion indicadas con un asterisco (*) (Figura 7; D1) presentaron actividad

toxica en ratones (15 ug). Esta fraccidn (400 pg) fue purificada en un siguiente paso

cromatografico (Figura 7; D2).

Abs. A,
1800, *
sdS 500
63 A‘l e : = Az f45 =
1400 b ] o
S 400
0 @ o
1800 =] X0 =]
| 3 =1
EX0 = =
- -5 - -3
o — —
; & 100 ]
a0 J \ = =
_ pra— Y -
E ] EL] [ 0 E W min oF 3 0 L] ] E] ENE
by, A,
oo . 106y m
20| B1 k T 1B2 [ 7 e
) ) 02 o
100 — (1] 1 1]
— —_
[=] =]
mo 3 =,
= =
el Il | w2 400 2w =
ool A ) @
& = 1 —
20 . S s
et e
o i 3 = L0
H £ iE] 1] 15 i min [ L) 10 15 i = 7 men
b, Al
1620 N ]
o) C 1 — » =02 >
| & )
12 ~h T g e “ @
i i — —
1000 | [=] B o
B0 ) |,| = =1
5001 -l |I I| = i = i
4 i @ a0 @
- \ = =
\ = 200 &~
200 r [=)
. \ — —
ke - - 5
° g o 7 ] T (] B 0 i W ® = mn
1300 * -
D1 ©_ m™D2 .
B | g i 45 g
| = 500 =
B0 | [=] o
3 4o =
P |” | = 00 S.
| L 1]
vy —— 0 | —
T = 100 B
ol : _ .4 - = = i |, =
] [ ] 18 ] & ' min T E] i[] 5 ] h 3 min.

Figura 7: Cromatograma de HPLC de las toxinas expresadas. A1y A2 HisrTppal;
B1ly B2 HisrTppa2; C1y C2 HisrTce3; D1y D2 HisrCbil. (Salazar et al., 2022)

52



Relative Abundance

47408
19208 267.75 “5T lm
el

[+12]

[+13] 8502

N

Relative Abundance
M
&

Relative Abundance
@
&

Relative Abundance
@

25647 35347
—_—

200 300 400 500

B

200 300 400 500

“.“m 505.75

2608 yeoq7 4on0g S1158 SBD

MW= 6.165.3 Da

157483 169133 1781.00 1860.00 195333

600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

[+13]
0183

[+11]
8217

608.50
1207.92 131983 138958

800 700 800 900 1006 1100 1200 1300 1400

[#10]
88308

[+12]
TI6.08
-9
981.08

450 1035
102667

679.58

63147 . IS 126142 436759

T T
200 300 400 500

D

600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400

1500 1600 1700 1800 1900 2000

MW= 9,110.3 Da

3.25 1571.08 AT 82 1842.08 199333
1500 1600 1700 1800 1900 2000

MW= 5,820.9 Da

1536.83 159267 1747.92 1876.08 193092
1500 1600 1700 1800 1300 2000

MW=19,339.7 Da

: joagsy 14388
1 MBI a0 yepm s
51T 44y 0 18035 9783

600 700 80D 800 1000 1100 1200 1300 1400

1500 1600 1700 1800 1900 2000

Figura 8: Analisis de espectrometria de masas. A HisrTppal; B HisrTppa2; C HisrTce3; D
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6.4 Dicroismo circular (DC)

Para evaluar la formacion de estructura secundaria en las fracciones con actividad
bioldgica en todas las neurotoxinas recombinantes, se utilizo la técnica de dicroismo
circular (DC). Se utiliz6 150 pug de cada toxina recombinante (cuantificadas en un
epspectrofotometro NanoDrop One) y 150 ug de la toxina nativa Cbil purificada del
veneno de C. bicolor. En la Figura 9 se muestra los espectros de DC, los cuales se
analizaron con la base de datos del programa BeStSel (Micsonai et al., 2018). Este
programa cuenta con una base de datos de proteinas y espectros ya definidos (Base
de datos del Protein Data Bank) y nos permite predecir si existe o no formacién de
estructura secundario y los porcentajes aproximados de estructura secundaria en
nuestra muestra (Ver Tabla 30).

Todas las neurotoxinas recombinantes presentaron estructura secundaria
similar/comparable a la presentada por la toxina nativa Chil. Estos datos también
son comparables con los espectros de DC para las toxinas Cssll de Centruroides
suffusus suffusus y TsVII de Tityus serrulatus (Loret et al 1990) donde describen
que la formacion de estructura tipo hoja p- antiparalela podria dar a la toxina su

capacidad para unirse a los canales de sodio dependiente de voltaje de mamifero.

Tabla 30. Porcentajes estimados con el programa BeStSel de la estructura
secundaria de las neurotoxinas recombinantes y la toxina nativa Cbil.

Proteina a-hélice Hoja B- Giro Otras
Antiparalela

Hisrtppal 11.8 23.9 18.0 46.2

Hisrtppa2 11.2 25.5 20.8 42.4

Hisrtce3 9.9 24.4 20.2 455

Hisrcbhil 15.1 21.9 17.4 43.6

Chil 14.8 23.1 20.7 41.4

BeStSel (Micsonai et al., 2018)
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Figura 9. Espectros de dicroismo circular de las neurotoxinas recombinantes
A) neurotoxinas recombinantes del veneno de T. pachyurus y T. cerroazul; B)
neurotoxina recombinante y nativa del veneno de C. bicolor C. bicolor.
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Se utilizo150 pg/mL de cada neurotoxina a 25°C.
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6.5 Evaluacion de los anticuerpos obtenidos

Como criterios de evaluacion del antisuero obtenido, se utilizé tanto el aspecto
cuantitativo (medicidon de titulos de anticuerpos) utilizando el método de ELISA,
como el cualitativo (afinidad y especificidad) utilizando el método de
inmunoelectrotransferencia y ensayos de neutralizacion en ratones, siendo este
altimo el mas importante (WHO 2017). Para ciertas aplicaciones, no es tan
primordial el hecho de que el antisuero presente titulos de anticuerpos, sino el que
sea de una alta especificidad, de tal forma que para nuestro estudio es de principal
interés que el antisuero obtenido tenga un efecto neutralizante del efecto letal del
veneno (WHO 2017).

6.5.1 Purificacion de los anticuerpos

Terminado el proceso de inmunizacion con las cuatro toxinas recombinantes, las
conejas fueron sangradas en su totalidad (De la rosa et al., 2018). Para la coneja 1
se obtuvo un volumen de suero de 87 mL, para la coneja 2 se obtuvo 66 mL. Se
procedi6 a la purificacion de las IgGs del suero obtenido mediante la precipitacion
con acido caprilico. Posterior al proceso de didlisis, se cuantifico (aproximadamente
5 mg/mL) y liofiliz6 en viales en porciones de 50 mg de proteina por vial (De la rosa
et al., 2018). Se obtuvieron 12 viales de la coneja 1 y 9 viales de la coneja 2. Para
los siguientes analisis, los anticuerpos se prepararon como una mezcla de IgGs de

ambas conejas a una concentracién de trabajo de 30 mg/mL (WHO 2017).

6.5.2 Inmunoelectrotransferencia

Se utilizé como anticuerpo primario la mezcla de IgGs de conejo purificadas a una
concentracion de 30 mg/mL (Ver seccion 5.5.1). En el carril 1 se agrego veneno de

C. panamensis; en el carril 2 se agrego veneno de C. granosus; en el carril 3 se

agrego veneno de C. bicolor; en el carril 4 se agrego veneno de T. pachyurus; en el
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carril 5 se agrego veneno de T. cerroazul; en el carril 6 se agrego veneno de T.

asthenes; en el carril 7 se agrego veneno de T. festae. (Figura 10).
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Figura 10: SDS-PAGE de venenos de escorpion de Panama y Western-blot
realizado con IgG polivalentes de conejo (anti-Mix). (A) Separaciéon por SDS-PAGE
de venenos de escorpion en condiciones reductoras y tincion con Coomassie
Brilliant Blue R-250. (B) Inmunotransferencia de venenos de escorpiéon. MPM:
marcadores de masa molecular (kDa); venenos, 1 - C. panamensis; 2 - C. granosus;
3 - C. bicolor; 4 - T. pachyurus; 5 - T. cerroazul; 6 - T. asthenes; 7 - T. festae.

Las IgGs producidas muestran buen reconocimiento hacia los venenos (Carril 3 y
4) de las especies C. bicolor y T. pachyurus y reconocimiento hacia el veneno de T.
cerroazul (Carril 5B). Ademéds, se evidencia reconocimiento por los anticuerpos
generados hacia los componentes del veneno completo y de igual manera se
evidencia reconocimiento cruzado con veneno de otras cuatro especies diferentes.
Este bajo reconocimiento en el veneno de T. cerroazul puede significar que los
anticuerpos no estan reconociendo una secuencia lineal sino probablemente a una

conformacional. Para evaluar esto se realiz6 la técnica de ELISA (WHO, 2017).

6.5.3 ELISA

En la Tabla 31 se comparan los titulos obtenidos de la mezcla de las IgGs
polivalentes purificadas del suero de ambas conejas producido a partir de 4
neurotoxinas recombinantes (HisrTce3, HisrCbil, HisrTppal y HisrTppa2) con otros
anticuerpos comerciales (ANEXO 1).
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Tabla 31: Titulos de anticuerpos obtenidos por ELISA

Antiveneno C. bicolor C.granosus  T. pachyurus T. cerroazul T. asthenes T. festae
Alacramyn® 1,124 1,656 2,228 803.0 1,813 1,816
(Mex)? (910.9-1,386)  (1,374-1,997) (1320-3,763) (515-1,252) (1,052-3,125) (1,272-2,592)
Anti-Escorpion 819 730.0 2,620 1,027 1,742 2,585
(Ven)P (664.0-1,009)  (580.0-918.0)  (2,044-3,359) (916.0-1,152) (1,353-2,242) (2,052-3,257)
Anti-Escorpion 9,822 8,311 22,370 13,580 18,182 15,852
(Bra)° (7,776-12,406)  (6,581-10,497)  (18,053-27,719)  (11,236-16,417)  (14,455-22,870)  (13,321-18,864)
Este trabajo? 1,503.0 862.1 1,023 734.3 835.4 1,139

(1,396-1,620)  (762.7-974.4)  (994.7-1,053) (717.3-751.4) (741.3-941.4) (936.1-1,386)

La concentracién de anticuerpos utilizada fue de: a= 37.1 mg/mL; b= 19.6 mg/mL; c= 80.8 mg/mL; d= 30 mg/mL

Se puede evidenciar que el antiveneno comercial de Brasil es el que genera mejores
titulos hacia todos los venenos, pero es el que muestra mayor concentracion de
IgGs. El antiveneno comercial de Venezuela presenta mejores titulos hacia los
venenos de Tityus que hacia Centruroides y el antiveneno de México presenta
titulos comparables hacia todos los venenos a excepciéon del de Tityus cerroazul
que fue el mas bajo.

Sin embargo, un valor de titulo alto/bajo no necesariamente significa que se
obtendra una buena neutralizacion de las IgGs hacia el efecto letal del veneno.
(WHO, 2017).

6.5.4 Ensayos de DEso
Para evaluar la potencia neutralizante de las IgGs de conejo, se evalu6 la DEso y
compar6 con otras DEso de antivenenos comerciales. Los valores de DEsp y su

correspondiente intervalo de confianza al 95% fueron determinados por el método
Spearman-Karber (WHO, 2017).
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Tabla 32: Valores de dosis efectiva (DEso) del antiveneno anti-Mix para neutralizar
el veneno de C. bicolor, T. pachyurus y T. cerroazul.

Dosis Relacién pg veneno C.

(mg/mL) bicolor/ug 1gGs n Vivos Muertos
0.3 0.010 4 4 0
0.45 0.015 4 3 1

0.675 0.022 4 2 2
1.012 0.033 4 0 4

Control Solo veneno (94.5 pg) 2 0 2
Dosis Relacién pg veneno T.

(mg/mL) pachyurus/ug IgGs n Vivos Muertos

0.3 0.010 4 4 0
0.45 0.015 4 4 0
0.675 0.022 4 3 1
1.012 0.033 4 0 4
Control Solo veneno (91.8 ug) 2 0 2
Dosis Relacién pg veneno T.

(mg/mL) cerroazul/ug IgGs n Vivos Muertos
0.2 0.006 4 4 0
0.3 0.010 4 4 0
0.45 0.015 4 1 3

0.675 0.022 4 0 4
Control Solo veneno (24.3 pg) 2 0 2

1,5 DLso del Veneno de C. bicolor, T. pachyurus y T. cerroazul corresponden a 94,5, 91,8 y 24,3 ug de

veneno/raton (18 g), respectivamente. La dosis corresponde a la relacion de mg de veneno por mL de

antiveneno.
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7 Discusion

7.1 Tityus cerroazul

Se logro identificar la secuencia primaria de dos neurotoxinas con masa molecular
aproximada de 6,968.8 y 6,995.8 Da, las cuales denominamos como Tce3 y Tce4
respectivamente al ser nuevas secuencia reportadas, se registraron en la base de
datos de UniProt (https://www.uniprot.org/) y su nimero de acceso asignado a la
secuencia Tce3 es COHLZ2. La secuencia de la toxina Tce3 se confirmé por
diversos métodos como 3"'RACE, el estudio del transcriptoma de las glandulas del
Télson y espectrometria de MS/MS.

Los datos obtenidos de la secuencia Tce3 y la comparacion de esta
secuenciamediante la herramienta BLASTp indica que es una nueva secuencia y
es una posible beta neurotoxina con un 93.4% de identidad a la betaneurotoxina
TdNa5 (C9X4K3.1) del escorpién T. discrepans. Se requieren hacer mas
experimentos para hacer su caracterizacion funcional similar a los de Yang, F. et
al., 2018.

Los datos obtenidos de la secuencia Tce4 y la comparacion de esta secuencia
mediante la herramienta BLASTp indica que es una nueva secuencia y es una
posible beta neurotoxina con un 91.8% de identidad a la betaneurotoxina Ttlg
(PODMMS8.1) del escorpion T.trivittatus. Se requieren hacer mas experimentos para

hacer su caracterizacion funcional similar a los de Yang, F. et al., 2018.

Se logro clonar el gen de la toxina Tce3 en el vector de expresion pQE30 y la toxina
recombinante resultante la denominamos HisrTce3. Para la toxina HisrTce3 se logré
expresar en células de E. coli en la cepa SHuffle® donde se obtuvo en cuerpos de
inclusion y al purificarla al menos una fraccion demostro tener actividad biolégica en
ratones. Las condiciones de expresion como medio de cultivo, temperaturas de
expresion o concentracion de IPTG se han optimizado para lograr mejores
rendimientos (Ver tabla 33). Teniendo en cuenta los resultados de DC, donde se
evidencio la presencia de estructura secundaria, (Ver Tabla 30) con los espectros

de DC para las toxinas Cssll de Centruroides suffusus suffusus y TsVII de Tityus
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serrulatus (Loret et al 1990) se considerd que esta fraccion con actividad biologica
podria tener una estructura terciaria similar a la toxina nativa Tce3 por lo cual se
selecciond para ser utilizada en el esquema de inmunizacion de conejos. El poder
obtener mayor cantidad de la toxina Tce3 nos permitira caracterizar su actividad
biolégica sobre los canales que afectan al canal de sodio dependiente de voltaje.

7.2 Centruroides bicolor

La secuencia primaria de la toxina con masa molecular aparente de 7,487.0 Da, la
denominamos como Cbil. Esta secuencia se confirmd por diversos métodos como
3'RACE, el estudio del transcriptoma de las glandulas del Télson, secuenciacion
por degradacién de Edman y espectrometria de MS/MS. Los datos obtenidos de la
secuencia Chil y la comparacion de esta secuencia mediante la herramienta
BLASTYp indica que es una nueva secuencia y es una posible beta-neurotoxina con
95% de identidad con la beta neurotoxina CssIX de Centruroides suffusus suffusus
y un 94% de identidad con la beta neurotoxina Cs9 de Centruroides sculpturatus.
Se requieren hacer mas experimentos para hacer su caracterizacion funcional
similar a los de Yang, F. et al., 2018.

Esta nueva secuencia se registt6 en la base de datos de UniProt
(https://www.uniprot.org/) y su himero de acceso asignado es COHLZ3.

Se logro clonar el gen de esta toxina en el vector de expresion pQE30 y la toxina
recombinante resultante la denominamos HisrCbil. Esta toxina HisrCbil se logré
expresar en células de E. coli donde se evalué su expresion en células SHuffle® y
Origami®. Las condiciones de expresion como medio de cultivo, temperaturas de
expresion o concentracion de IPTG se han optimizado y segun nuestros resultados
la cepa Origami® presentd mejores rendimientos de expresion. Un dato muy
interesante; tomando en cuenta nuestra experiencia en la expresién de toxinas
donde aparentemente al probar dos cepas de expresion y diferentes condiciones,
encontramos que las toxinas del género Tityus presentan mejores rendimientos
(Tabla 33) al expresarlas en la cepa SHuffle®, caso contrario con la toxina
expresada del género Centruroides (HisrChil) la cual presenté mejor rendimiento

en la cepa Origami® (Tabla 33). Teniendo en cuenta los resultados de DC (ver tabla
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XX) donde se evidencia la presencia de estructura secundaria se considero que la
fraccion con actividad biolégica podria tener una estructura terciaria igual o similar
a la toxina nativa Cbil por lo cual se seleccion6 para ser utilizada en el esquema de
inmunizacion de conejos. El poder obtener mayor cantidad de la toxina Cbil nos
permitir4 caracterizar su actividad biologica sobre los canales que afectan al canal

de sodio dependiente de voltaje.

7.3 Tityus pachyurus
La secuencia con masa molecular de 7,332 se denominé Tppal y la secuencia
obtenida con masa molecular de 7,100.1 Da se denomind Tppa2. Estas secuencias
se confirmaron por diversos métodos como 3'RACE, el estudio del transcriptoma de
las glandulas del Télson, secuenciacion por degradacion de Edman. Al comparar la
secuencia Tppal mediante la herramienta BLASTp se puede destacar que tiene un
96.8% de identidad de secuencia con la alfa neurotoxina To3 NaTx14.2 (P60213)
de T. obscurus de Brasil.
La secuencia Tppal ya ha sido previamente reportada como Tasl (QGW48877.1)
de transcritos de la especie T. asthenes de Panama y como TpaP2 (QGW48888.1)
de transcritos de la especie T. pachyurus de Panama (Borges, et al., 2020). Con lo
cual confirmamos la presencia de esta toxina en el veneno de T. pachyurus. Al
comparar la secuencia Tppa2 mediante la herramienta BLASTp se puede destacar
gue es una nueva secuencia no reportada y tiene una identidad de secuencia a otras
beta-neurotoxinas reportadas del transcriptoma de las glandulas venenosas de los
escorpiones Tityus obscurus (Toll NaTx14.9; H1ZZ10.1), con una identidad del
96.8% y Tityus festae de Panama (Tf2; QGW48885.1) con una identidad del 98%
Ambas secuencias se registraron en la base de datos de UniProtKB con niumeros
de acceso COHLZO para Tppal y COHLZ1 para Tppa2.
Se logro clonar el gen de estas toxinas en el vector de expresiéon pQE30 y las toxinas
recombinantes resultantes se denominaron HisrTppa2 y HisrTppal
respectivamente.
La toxina HisrTppa2 se logro expresar en células de E. coli donde se evalud su

expresion en las cepas SHuffle® y Origami®. Las condiciones de expresion como
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medio de cultivo, temperaturas de expresion o concentracion de IPTG se han
optimizado y segun nuestros resultados la cepa SHuffle® presentdé mejores
rendimientos de expresion (Ver tabla 33).

Para la toxina HisrTppal, utilizando nuestro conocimiento previo en expresion de
toxinas del género Tityus, se expresO Unicamente en células de E. coli cepa
SHuffle®. Las condiciones de expresion como medio de cultivo, temperaturas de
expresion o concentracion de IPTG se han optimizado para obtener mejores
rendimientos de expresion. Esta toxina se logrd obtener en cuerpos de inclusion y
al purificarla se obtuvo una fraccion con actividad biolégica sobre ratones. Teniendo
en cuenta los resultados de DC, donde se evidencio la presencia de estructura
secundaria similar a la toxina nativa Cbhil (Ver Tabla 30), se consider6 que la
fraccion con actividad biolégica podria tener una estructura terciaria similar a las
toxinas nativas Tppal y Tppa2 por lo cual se selecciond para ser utilizada en el
esquema de inmunizacién de conejos. El poder obtener mayor cantidad de las
toxinas Tppal y Tppa2 nos permitira caracterizar su actividad biolégica sobre los

canales que afectan al canal de sodio dependiente de voltaje.

Tabla 33. Mejores condiciones de expresion y rendimiento para cada toxina
recombinante expresada.

Toxina CepaE. coli Medio IPTG Tiempo  Temperatura Adicion de reactivos extra al mg/L
de (mM) (h) (°C) medio de cultivo para mejorar el de

cultivo rendimiento medio
HisrTppal Shuffle® LB2 0.050 14 16 MgSO, al 0.7%, Glucosa al 0.3% 15
HisrTppa2 Shuffle® LB2 0.075 16 16 MgSOQO,-al 0.7%, Glucosa al 0.3% 1.2
HisrTce3 Shuffle® LB2 0.100 14 16 MgSO,-al 0.7%, Glucosa al 0.3% 0.9
HisrChil Origami® LB1 0.070 16 1 2.0

IPTG: isopropil-BD-tiogalactopiranosido; MgSOa: Sulfato de magnesio

7.4 Anticuerpos obtenidos
En cuanto al protocolo de inmunizacién aqui presentado, fue disefiado teniendo en

cuenta la experiencia previa con otro grupo de conejos, que fueron inmunizados con

las cuatro toxinas recombinantes simultaneamente. Sin embargo, los anticuerpos
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resultantes no neutralizaron el efecto letal del veneno de C. bicolor pero solo
neutralizo el de T. pachyurus y T. cerroazul.

Por tanto, consideramos que podria existir un efecto de inmunodominancia de las
toxinas de Tityus en la produccion de anticuerpos, similar a la reportada para el
veneno de Lachesis stenophrys, que reduce la respuesta de anticuerpos equinos
hacia el veneno de Bothrops asper (Arroyo et al., 2015). Se consider6 un cambio en
el protocolo de inmunizacion que nos permitiera obtener anticuerpos neutralizantes

para las cuatro neurotoxinas y sus respectivos venenos de escorpion.

Mediante el ensayo de ELISA y electrotransferencia evaluamos la produccion de los
anticuerpos, en estos ensayos se ha podido demostrar que también existe una
reactividad cruzada con otros venenos de Tityus y Centruroides de Panama. Esto
puede deberse al hecho de queTppal también esta presente en los venenos de T.
asthenes y T. festae (Borges et al., 2020; Salazar et al., 2018), y también puede
deberse a la similitud de secuencia significativa de Tppal y Tppa2 con otras toxinas
de Tityus sp.

En la Figura 10 se presento el patron electroforético de los venenos de diferentes
especies de escorpiones y se evidencia que los anticuerpos producidos no
reconocen los componentes del veneno de alto peso molecular, y Unicamente
reconocen proteinas con masa molecular aparente alrededor de 10 kDa las cuales
para las condiciones del experimento es la banda donde migran las toxinas que
afectan al canal de sodio dependiente de voltaje. Este comportamiento se puede
deber a que estas toxinas tienen muchos aminoacidos con cargas positivas (Arg o
Lys) y apesar de ser geles SDS-PAGE producen este efecto anomalo. Sin embargo,
el western blot terminé de confirmar que la banda observada en el gel es correcta y
es la esperada para este tipo de toxinas. Por lo tanto, consideramos que son
suficientes pruebas para demostrar que esta es la banda contiene toxinas que son
reconocidas por los anticuerpos generados (Estrada et al., 2017). Los titulos de
anticuerpos obtenidos para las IgGs purificadas, son relativamente menores al
compararlos con los producidos por otros grupos de investigacion donde cabe

mencionar que han utilizado otras metodologias (Hernandez-Salgado et al., 2009;
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Guatimosim et al.,, 2000). Sin embargo, los anticuerpos producidos pueden
neutralizar el efecto letal del veneno completo. Teniendo este dato en cuenta, el
inserto para el suero escorpiénico utilizado en Panama proveniente de Venezuela,
indica que 1 vial de 5 mL neutraliza al menos 1 mg de veneno del género Tityus sp.
En estudios previos, fue calculado las dosis efectivas del antiveneno de Venezuela
en ratones CD-1(usando 1.5 DLso como dosis reto) para el veneno de T. pachyurus
(DEso 0,47 mg/ml (0,36 - 0,62)), T. cerroazul (DEso 0.40 mg/mL (0.29 - 0.48)), y C.
bicolor (DEso 0.16 mg/mL (0.12 - 0.21)).

Otros estudios han reportado las Dosis Efectivas para el veneno de T. pachyurus
de Colombia y los antivenenos comerciales de Brasil EDso = 0,292 mg/mL (0,23-
0,37), México (EDso 0,33 mg/mL (0,26-0,41 mg/mL)) y Venezuela (EDso no
determinada por baja potencia) (Barona et al., 2004). Para los venenos de escorpién
de Panama4, las dosis efectivas del antiveneno de Venezuela se calcularon en la
cepa CD-1 de ratones utilizando 1,5 LDso como dosis de desafio (Salazar et al.,
2022). Los resultados fueron una DEso de 0,47 mg/mL (0,36-0,62) para T.
pachyurus de Panama, una DEso de 0,40 mg/mL (0,29-0,48) para T. cerroazul y
una DEso de 0,16 mg/mL (0,12-0,21) para C. bicolor.

En este trabajo de investigacién/desarrollo se ha logrado obtener un suero
antiescorpionico utilizando Unicamente 4 toxinas recombinantes como antigenos
provenientes de estas especies, donde las DEso para los venenos de T. pachyurus,
T. cerroazul y C. bicolor son 0.74 mg/mL, 0.41 mg/mL y 0.61 mg/mL lo que
demuestra que con solo utilizar dos toxinas presentes en el veneno de T. pachyurus,
una (1) toxina de T. cerroazul y una (1) toxina de C. bicolor se obtiene una mejor

neutralizacion que un antiveneno comercial
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8 Conclusiones

Los datos aqui presentados demuestran la prueba de concepto de que el uso de las
neurotoxinas mas téxicas presentes en los venenos de escorpion, obtenidas por
medios recombinantes y utilizadas como inmunégenos, pueden producir
anticuerpos neutralizantes contra el efecto letal causado por los venenos de tres
especies de escorpiones de importancia médica. en Panama. Para mejorar la
neutralizacion hacia el veneno de T. cerroazul, T. asthenes y T. festae con miras a
producir IgGs en caballos, puede ser necesario incluir mas toxinas recombinantes
de estos venenos de escorpién en el proceso de inmunizacién. Segun nuestra
experiencia, podrian ser las neurotoxinas con masas moleculares de 6995,9 Da o
7046,0 Da para T. cerroazul, 7073,6 Da para T. festae y 7101,5 Da para T. asthenes
(Salazar et al., 2018). Estas IgGs producidas en caballos deben probarse usando
dosis de desafio equivalentes a por lo menos 3 DLso de cada veneno. Seran
necesarios futuros estudios del transcriptoma o proteoma de estos escorpiones

panamefios para dilucidar las secuencias de las toxinas recomendadas.
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9 Perspectivas

1)

2)
3)

4)

Utilizar la toxina Tce4 de Tityus cerroazul en miras de incluirla en el esquema
de inmunizacién.

Iniciar la inmunizacion en caballos con las 5 neurotoxinas

Incluir en las pruebas de neutralizacion, venenos de otras especies de Tityus
o Centruroides de Panama para evaluar una posible reactividad cruzada.
Aumentar las dosis reto de veneno a 2-3 DLso para la evaluacién de

anticuerpos provenientes de caballos.
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ANEXO 1

Titulos de anticuerpos para el reconocimiento de varios venenos de escorpién por anticuerpos de
diferentes antivenenos comerciales e 1gG de conejo de este trabajo. A) Alacramyn® mexicano; B)
antiveneno brasilefio; C) antiveneno venezolano; D) IgGs de conejo (este trabajo). Cada punto
representa el promedio de dos valores. Alacramyn® (Mex, México), Anti-Scorpion (Ven, Venezuela)
y Anti-Scorpion (Bra, Brasil) son F(ab')2 de caballos. Las IgGs de este trabajo son de conejo. La
concentracidn de anticuerpos utilizada fue a= 37,1 mg/mL; b= 19,6 mg/mL; c= 80,8 mg/mL; d= 30

mg/mL.
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ABSTRACT

Background: The development of more effective antivenoms remains a necessity for countries where scorpionism
is a public health problem. Also, the regionalization of antivenoms may be important for some countries with
special scorpionism characteristics.

Objective: Production of antibodies capable of neutralizing the lethal effect of the venom of three scorpion species
from Panama.

Methods: The primary structures of two neurotoxins from T. pachyurus, one from T. cerroazul and another from
C. bicolor were elucidated using N-terminal amino acid degradation and Sanger gene cloned sequencing. The
obtained mRNA transcripts were cloned and expressed using E. coli vectors. Different bacterial expression con-
ditions were tested and the best culture conditions for each expressed protein is reported. The expressed scorpion
toxins were purified by chromatographic methods and used as immunogens in rabbits.

Results: The antibodies produced under the reported immunization scheme show better neutralization (EDsg)
than other reported commercial antivenoms used to neutralize similar species scorpion venoms under similar
LDs( conditions.

Conclusion: The information reported here shows the proof of concept for selecting recombinant immunogens
with the ability to produce antibodies for neutralizing the lethal effects of the most important medical species of

scorpions in Panama.

1. Introduction

Currently, there are at least sixteen species of scorpions in Panama,
of which the genera Tityus and Centruroides are considered the most
dangerous species (Borges et al., 2012; Miranda and de Armas, 2020). In
this country, the scorpions of the genus Tityus are known to produce
serious clinical manifestations; for example, acute lung edema, pancre-
atitis or cardiac arrhythmias, and even death (Salazar et al., 2018). The
species Tityus pachyurus, T. festae, T. asthenes, T. championi and
T. cerroazul are considered of medical importance because they have
been associated with cases of death (Ministerio de Salud, 2017). The

* Abbreviated title: Production of antivenom from Panama.
* Corresponding author.

species Tityus pachyurus was described in 1897 by Reginald Pocok, and it
is considered the species associated with more cases of mortality in
Panama. It has a wide distribution in the country except for the province
of Darién, a large forest and mountainous area of the Panama-Colombia
border, where its presence has not been reported. Even though,
T. pachyurus presence has also been reported in the middle sector of the
Magdalena River Valley (center of Colombia), through the departments
of Tolima, Cundinamarca, Boyacd, Antioquia and Huila (Guerrer-
o-Vargas et al., 2015), where it is reported as a dangerous species and of
medical interest in Colombia (Otero et al., 2004). The species Tityus
cerroazul was described in 1986 by Wilson Laurengo, its name comes
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from the region of Cerro Azul in Panama (Laurengo, 1986). The venom
of Tityus cerroazul has the lowest LDso compared to other Tityus venoms;
therefore, it could be considered one of the most dangerous species in
Panama (Salazar et al., 2018). It has a wide distribution in the forested
areas of Panama, and also it has also been reported in Costa Rica (Viquez
et al., 2005).

On the other hand, scorpion stings of the Centruroides genus in
Panama cause high rates of morbidity, although no cases of deaths have
been reported (Ministerio de Salud, 2017). The sting of C. granosus,
C. panamensis, C. bicolor, and C. limbatus causes mild intoxication,
generally presenting only local symptoms at the site of the sting (local
pain or paresthesia). Within the genus Centruroides, the species Cen-
truroides bicolor stands out for moderate clinical signs; for example
nausea, vomiting, or tachycardia (Ministerio de Salud, 2017). Centrur-
oides bicolor was described by Pocock in 1898, and its presence has also
been reported in Costa Rica (Borges, 2015). In Panama, it is usually
found in the provinces of Chiriqui and Veraguas.

Concerning the use of scorpion antivenoms, it is known that the early
administration of antivenom (2 h after the accident) is considered the
only therapy accepted by the World Health Organization (WHO) for the
treatment of scorpion sting envenomings (WHO, 2016). However,
scorpion antivenoms in Panama are difficult to obtain. Currently in
America, Mexico produces antivenom against the sting caused by the
genus Centruroides (Chippaux and Goyffon, 2008), Brazil against the
genus Tityus (Candido and Lucas, 2004) as well as Argentina (de Roodt
et al., 2003) and Venezuela (D’Suze et al., 2015). Panama had acquired
Venezuelan antivenom (made using the venom of Tityus discrepans);
however, data from the Universidad de Panama (UP) in collaboration
with the Ministerio de Salud, as well as other reports, have shown limited
efficacy of such antivenom against Tityus species from Panama (Barona
et al., 2004; Borges et al., 2012). This panorama has motivated us to
assess the use of recombinant neurotoxins from the most medically
important scorpions in Panama to evaluate them as immunogens to
produce regional antivenoms. As background to this communication,
Salazar et al. (2018) studied the venoms of four species of the genus
Tityus, and four species of the genus Centruroides from Panama. The
authors showed evidence that three species of Tityus (T. pachyurus,
T. festae and T. asthenes) share similar toxic compounds of molecular
mass around 7331.3 Da (Borges et al., 2020; Salazar et al., 2018).
Similarly, studies of venom fractions of the species T. cerroazul and
C. bicolor show the presence of major toxic neurotoxins with molecular
masses of 6966.9 and 7485.7 Da, respectively (Salazar et al., 2018).

Therefore, in an effort to develop an antivenom for Panama, the
primary structure of four neurotoxins (Sodium channel neurotoxin) was
elucidated, and they were recombinantly expressed. Three neurotoxins
were from the genus Tityus, and one was from the genus Centruroides.
They were evaluated as immunogens for the production of antibodies
capable of neutralizing the venoms of the most important medical spe-
cies of the genus Tityus and Centruroides from Panama.

2. Material and methods
2.1. Venoms, venom glands and toxins

All scorpion venoms and venom glands were supplied by the Centro
de Investigacion e Informacion en Medicamentos y Toxicos de la Universidad
de Panama (CIIMET-UP). Specimens were kept individually in optimal
health conditions using plastic cages, at a constant temperature of 27 °C.
Animals were fed with crickets and tap water ad libitum. Venom was
extracted manually and immediately vacuum dried and stored at —20 °C
until use. For transcriptomic analysis, the venom glands (48 h after
venom extraction) were obtained from healthy specimens. Immediately
after being removed, they were treated with RNAlater™ (Thermofisher,
Asheville, NC, USA) and stored at —70 °C until use. Toxin purification
was performed according to Salazar et al. (2018). For the venom of
T. pachyurus, the toxic peptides with molecular masses of 7331.3 Da and
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7099.1 Da were named Tppal and Tppa2, respectively; for that of
T. cerroazul the peptide with molecular mass of 6966.9 Da was named
Tce3; and for that of C. bicolor the peptide with a molecular mass of
7485.7 Da was named Cbil.

2.2. Mass spectrometry and N-terminal sequencing

The protein fractions (2-3 pg) were reconstituted in 20 pL of 60%
acetonitrile with 0.1% acetic acid and directly applied to a Thermo
Scientific LCQ Fleet ion trap mass spectrometer (San José, CA) using a
Surveyor MS syringe pump delivery system. The eluate at 10 mL/min
was split out in order to introduce only 5% of the sample into the
nanospray source (0.5 mL/min). The spray voltage was set from 1.5 kV
and the capillary temperature was set at 150 °C. The fragmentation
source was operated at 25-35 V of collision energy, 35-45% (arbitrary
units) of normalized collision energy and the scan with wide band was
activated. All spectra were obtained in the positive-ion mode. The data
acquisition and the deconvolution of data were performed on Xcalibur
Windows NT PC data system. The average molecular masses values vary
about £1 Da, due to the limited resolution of this instrument. N-terminal
Edman degradation was performed on a Shimadzu PPSQ-31 A (Shi-
madzu, Kyoto, Japan) automated gas-phase sequencer. Sample (60 pg)
was dissolved in 10 mL of 37% CH3CN (v/v) solution and applied to
TFA-treated glass fiber membranes, pre-cycled with Polybrene (Sigma-
Aldrich Co. St. Louis, MO, USA).

2.3. RNA extraction from Tityus and Centruroides species

The mRNA, from six pairs of venom glands from Tityus and the same
number of glands from Centruroides species from Panama was extracted
using an RNAeasy mini kit (Qiagen Inc., Germantown, MD) and the SV
Total RNA Isolation System (Promega Co., Madison, WI) (Clement et al.,
2019b).

2.4. Bacterial strains, enzymes and plasmids

XL1-Blue Escherichia coli strain was used for DNA cloning and
plasmid propagation. The Shuffle® or Origami® E. coli strains were
employed for the expression of recombinant scorpion toxins. Plasmids
pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen, CA, USA), and pQE30 (Qiagen, CA, USA)
were used for cloning the scorpion toxin genes, and for production of the
6His-tagged recombinant peptides, respectively. Restriction enzymes,
Taq polymerase, Factor Xa protease (FXa) and T4 DNA ligase were
purchased from New England Biolabs (New England Biolabs, MA, USA).

2.5. c¢DNA library, construction and gene cloning

The mRNA was used to synthesize the cDNA employing an adapter
primer (AP) (3’ RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The reaction was carried at 42 °C for 1 h
in the presence of 200 enzymatic units of Reverse transcriptase (Su-
perScript II RT, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Since the N-terminal
amino acid sequence of the toxic peptides (Tppal, Tce3, and Cbil) was
obtained (Table S1), an oligonucleotide corresponding to its amino acid
sequence was designed for gene cloning. The transcript corresponding to
the N-terminal peptide from all fractions was amplified from the cDNA
using Taq DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) in combination with a degenerated primer based on N-terminal
sequencing of all fractions and an equimolar concentration of the AUAP
primer (GGCCACGCGTCGACTAGTAC) (3’ RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

A Mastercycler Gradient thermocycler (Eppendorf, Hamburg, Ger-
many) was used for PCR and the conditions for amplification were: 3
min denaturation at 94 °C, followed by 30 cycles at 94 °C for 40 s, 55 °C
for 40 s and 72 °C for 40 s, with a final extension cycle at 72 °C for 10
min. PCR product was gel-purified from the agarose using the High Pure
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PCR Product Purification Kit (Roche LifeScience, Penzberg, Germany).
The resulting DNA fragment was ligated into PCR® 2.1-TOPO TA
cloning vector (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The ligation reaction
was used to transform E. coli XL1 Blue chemo-competent cells. The in-
dividual clones were analyzed by colony PCR using oligonucleotides
M13-Forward (5-GTAAAACGACGGCCAG-3') and M13-Reverse (5'-
CAGGAAACAGCTATGAC-3'). The colonies with the expected DNA size
were sequenced at the facilities of the Instituto de Biotecnologia, UNAM,
Meéxico.

Table S2 shows the transcripts obtained after 3' RACE. The condi-
tions for amplifications were optimized for each toxin. PCR product was
gel-purified, ligated into pCR®2.1-TOPO TA cloning vector, trans-
formed in E. coli cells and then sequenced, as described previously.
Table S3 shows the oligonucleotides used for constructing the expression
vectors. Both the amplified gene and the expression vector pQE30 were
digested with BamHI and Pst] (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA).
After purification, a ligation reaction (10 pL) was carried out with T4
DNA ligase (Fermentas, Charlotte, CA, USA) with a 5-fold gene excess
over plasmid for 16 h at 16 °C. Ten microliters of the ligation reaction
were used to transfect competent E. coli XL1 Blue cells. Some individual
clones were analyzed by colony PCR using oligonucleotides pQE30-
Forward (5-GAGCGGATAACAATTATAA-3') and pQE30-Reverse (5'-
GGTCATTACTGGATCTAT-3'). The colonies with the expected DNA size
were sequenced at the facilities of the Instituto de Biotecnologia, UNAM,
México. The final sequences for each recombinant toxin were named
HisrTppal, HisrTppa2, HisrTce3 and HisrCbil, respectively (Table S4).

2.6. Expression and purification of recombinant proteins

E. coli strain Shuffle® or Origami® (New England Biolabs® Inc. MA,
USA) were transformed with each plasmid and grown overnight on LB
agar plates with 100 pg/mL of ampicillin at 37 °C. An isolated colony
was inoculated in 50 mL of LB medium supplemented with 50 pL of
ampicillin and grown overnight at 37 °C in incubation with shaking
overnight. To improve the yield of biologically active toxins some extra
reagents were added to the expression culture media (Table S5). The
culture was added to 1 L of medium Luria-Bertulli (LB1: Tryptone 10 g,
yeast extract 5 g, NaCl 10 g or LB2: Peptone 20 g, yeast extract 30 g and
NacCl 21 g). The culture was grown at 37 °C with shaking until obtaining
an optical density of 0.7 units of absorbance at 600 nm (ODggo) and
induced with isopropyl-pD-thiogalactopyranoside (IPTG, Promega,
Madison, USA) to a final concentration of 0.05-0.075 mM. The culture
was kept for 14-16 h at 16 °C and the cells were harvested by centri-
fugation at 4424 g in JA-10 rotor, 30 min at 4 °C. The cellular pellet was
recovered in washing buffer (0.05 M Tris-HCl, pH 8.0), and lysed in a
French press. This material was centrifuged again (12,096 g in JA-20
rotor, for 30 min at 4 °C) and the supernatant and the insoluble frac-
tion (inclusion bodies) were recovered. The inclusion bodies were dis-
solved in 6 M GndHCl in a 0.05 M Tris-HCI buffer pH 8.8.

All recombinant toxins obtained from inclusion bodies were purified
using Ni-NTA (Ni-nitrilotriacetic acid) affinity column chromatography
according to manufacturer instructions (QIAGEN, USA). The Ni-NTA
eluting fraction with the expected molecular mass was then purified
RP-HPLC using a C;g preparative column (Vydac, WR Grace & Co.-Conn,
USA) including a buffer A 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) in water, and
buffer B 0.1% TFA in acetonitrile (ACN), with a linear gradient ranging
from 0 to 60% buffer B over 60 min. The eluting fractions with the ex-
pected molecular mass and biologically active were re-purified by RP-
HPLC on analytical Biphenyl column Kinetex® 5 pm Biphenyl, 100 A,
250 x 4.6 mm using a gradient from O to 20% over 5 min and 20%-60%
of buffer B over 40 min at a flow rate of 1 mL/min. The presence of the
recombinant protein was monitored at every step of the expression and
purification processes by SDS polyacrylamide gel electrophoresis in
reducing conditions (12% gel, data not shown). The molecular masses of
the purified products were confirmed by mass spectrometry analysis
using an LCQ Fleet apparatus from Thermo Fisher Scientific Inc. (San
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2.7. Secondary structure of recombinant toxins

The secondary structure of all four recombinant neurotoxins was
evaluated by circular dichroism (CD). The measurement was carried out
on a Jasco model J-720 spectropolarimeter (Jasco, Tokyo, Japan), from
260 to 190 nm in an aqueous solution of 60% trifluoroethanol (TFE), at
room temperature, with a 1-mm pathlength cell. Data were collected at
1 nm with a scan rate of 50 nm/min, and a time constant of 0.5 s. The
concentration of HisrTppal, HisrTppa2, HisrTce3, and HisrCbil was
0.7, 0.7, 0.7, and 1.4 g/L, respectively. Data was the average of two
separate recordings and analyzed by the software Bestsel (http://bestsel.
elte.hu/index.php) (Micsonai et al., 2018). A table in Supplementary
section shows the percentages of secondary structured obtained. The
native scorpion neurotoxin Cbil was used as comparative controls under
the same extent conditions.

2.8. Immunization

Rabbits (New Zealand, 2-2.5 kg body weight) were hyperimmunized
subcutaneously with antigens HisrTppal, HisrTppa2, HisrTce3, and
HisrCbil, for producing serum antibodies. The immunization protocols
were initiated by administering a dose of 75 pg of protein mixture
(HisrTppal, HisrTppa2, and HisrTce3, 25 pg each) in PBS pH 7.2, and
then a second administration of 25 pg of HisrCbil in PBS pH 7.2. Anti-
gens were emulsified (1:1) with Freund’s Incomplete Adjuvant (IFA,
from Rockland Immunochemical Inc., Limerick, PA, USA) and alter-
nating with aluminum hydroxide (Imject®, Thermo Scientific). The
protein content of antigens for immunization had increasing doses to 2
mg in a period of twenty weeks (Table S7). The rabbit serum antibodies
were purified from plasma by acid precipitation, using 5% caprylic acid
(Rojas et al., 1994). A final solution of rabbit-derived immunoglobulins
(IgG’s) containing 30 mg/mL of protein was used for further
experiments.

2.9. ELISA assay

The recognition titers of rabbit immunoglobulins were compared to
commercial antivenoms by enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISA) for the presence of antibodies against scorpion venoms from
Panama following the protocol from (Clement et al., 2019a; de la Rosa
et al., 2019). Flat bottom MaxiSorp plates (NUNC™, thermo scientific)
were treated with 100 pL solution of 5 pg/mL of either Centruroides or
Tityus venoms in 100 mM sodium carbonate buffer (pH 9.6). Following
overnight incubation at 4 °C, wells were aspirated and washed three
times with 200 pL of washing buffer (50 mM Tris-HCI, pH 8, containing
0.5 mg/mL of Tween 20 and 150 mM NaCl). Subsequently, wells were
filled with 200 pL of blocking buffer (5 mg/mL gelatin and 2 mg/mL
between 20 and 50 mM Tris-HCl buffer, at pH 8). After 2 h of incubation
at 37 °C, wells were washed as described above and filled with
Anti-Tppal/Tppa2/Tce3/Cbil were diluted 1:90 in the first column for
all venoms and commercial antivenoms (Brazil 1:60 for Tityus venoms
and 1:3 for Centruroides venoms, Mexican 1:3 and Venezuela 1:3 for all
venoms) were diluted in the first column and 1:3 serial dilutions were
made in subsequent columns using incubation buffer (50 mM Tris-HCIL
buffer at pH 8.0, containing 1 mg/mL gelatin, 0.5 mg/mL between 20
and 0.5 M NaCl). Finally, plates were incubated with
peroxidase-conjugated goat anti-rabbit immunoglobulins 1:30,000 (Cat
N. A0545, Sigma-Aldrich®) and developed with ABTS Liquid Substrate
(ABTS tablets ref 11112422001, Roche). The color development reac-
tion was arrested by the addition of 25 pL of 20% SDS, and the plate was
read at 495 nm in a Microplate Reader (Tecan Sunrise IVD version), and
the results were plotted using GraphPad Prism v.8.0 with non-linear
regression analysis. Conventional titers were calculated from the
midpoint of the curve and correspond to the IgGs dilution for half of
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maximal binding, which was considered as the half maximal effective
concentration (ECsp).

2.10. Electrophoretic analysis and Western blotting

For electrophoretic analysis and Western blotting, venom pools from
the species C. panamensis, C. granosus, C. bicolor, T. pachyurus,
T. cerroazul, T. asthenes and T. festae were included. For electrophoresis
analysis, a SDS-PAGE analysis, under reducing conditions, with 12.5%
gels were done according to the method proposed by Laemmli (Laemmli,
1970), then protein staining was made with Coomassie Brilliant Blue.
For Western Blotting analysis, venom samples were first separated by
SDS-PAGE (12.5% gels), and then transferred to a polyvinylidene
difluoride membrane using a transfer apparatus Owl semi-dry system for
1 h at 400 mA. After incubation with 5% nonfat milk in TBST (10 mM
Tris, pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.5% Tween 20) for 2 h at room tempera-
ture, the membrane was washed three times with TBST and incubated
first with the rabbit IgG antibodies (1:50), washed again three times
with TBST, and then the second antibody was added (goat anti-rabbit
IgG coupled to alkaline-phosphatase at 1:2000). Membranes were
washed once more with TBST three times and developed with 3,3',5,5’-
tetramethylbenzidine (TMB) ready-to-use solution (Invitrogen Anti-
bodies, Thermo Fisher Scientific, Asheville, NC, USA) according to the
manufacturer’s protocols.

2.11. Biological activities

2.11.1. Toxicity

The protocol used for assaying the activity of peptides in vivo was
followed according to the guidelines of our Institute Committee of An-
imal Welfare guidelines, keeping the number of animals to a minimum.
Groups of four male mice (CD-1, 18-20 g body weight) were tested by
intracranial (ic) or intravenous injection (iv) (Salazar et al., 2018).
Peptide fractions were diluted up to 50-100 pL, to achieve the desired
concentration, with deionized water (4qH20). The injection was per-
formed mid-way between the left eye and the left ear (intracranial) with
a 10 pL micro-syringe fitted with a glass capillary. Negative controls
were performed with dH0 only and positive controls with the neuro-
toxic scorpion peptide CsslI isolated in our laboratory (Hernandez-Sal-
gado et al., 2009). The amounts of protein used were indicated in the
headings of the table results.

2.11.2. Protecting activity of immunoglobulins

For neutralization experiments, 1.5 LDs( of whole scorpion venom
was pre-incubated 30 min at 37 °C with varying volumes of antiserum
and then injected by iv route according to Barona et al. (2004). After 24
h, the median effective dose (EDsy) was calculated using the
Spearman-Karber method (Gutiérrez et al., 1990; WHO, 1981). The EDs
is defined as the volume of antiserum able to protect 50% of the mice
challenged. For the neutralization tests, respective venom pools of the
species T. cerroazul, T. pachyurus and C. bicolor were used.
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2.12. Statistics

Results were expressed as mean and standard deviation, or as mean
with 95% confidence intervals. For all statistical methods, the software
Prism 4.0 was used (Graph Pad Inc., San Diego, CA).

3. Results
3.1. N-terminal sequencing and 3' RACE

For the N-terminal sequencing analysis, the Tppal, Cbil and Tce3
toxins were purified and analyzed as indicated in Section 2.2. The
amino acid sequence of Tppal, Cbil and Tce3 were partially sequenced
at the N-terminal region, as shown in Table S1. The amino acids
underlined in this table were used to design primers for 3'RACE assays.
For the RNA extraction, six pairs of venom glands, for each species, were
used. Only the amplified transcripts by 3'RACE (Section 2.5) with the
expected size in agarose gels were purified, and DNA sequenced. Using
the N-terminal designed primer of Tppal, we obtained an additional
transcript, identified as Tppa2 from the venom of T. pachyurus (Salazar
et al., 2018). The four RNA transcripts found for the four toxins are
presented in Table S2. Table 1 shows the amino acid sequences deduced
from the transcripts obtained. The transcripts translation to protein
sequence was performed using the bioinformatics tool Translate from
Expasy (https://web.expasy.org/translate/). The transcripts of the
Tityus species strongly suggested the presence of post-translational
modifications; that is, C-terminal amidation (-GK or -KK). For this
reason, in the alignment shown they were not included into the
sequence. The accession numbers assigned for UniProtKB were COHLZO0
for Tppal, COHLZ1 for Tppa2, COHLZ2 for Tce3 and COHLZ3 for Cbil.

The amino acid sequences of the four neurotoxins were compared to
known scorpion toxins (Table 2) to learn more about the function/
classification of the elucidated sequences (Possani et al., 1999). The
amino acid sequences of Tppal and Tppa2 showed high identity of 96.8
and 96.7% to the sodium channel alfa-toxin To3 (P60213.3) and to the
sodium channel beta-toxin Tol1 (H1ZZI0.1), respectively. To3 and To11
are from the venom of the scorpion Tityus obscurus from Brazil. The
amino acid sequence of Tce3 presented sequence identity to the sodium
channel beta-toxin TdNa5 (C9X4K3.1) from the venom of the scorpion
Tityus discrepans from Venezuela, and the amino acid sequence of Cbil
was similar to the sodium channel beta-toxin CssIX (F1CGT6.1) from the
venom of the scorpion Centruroides suffusus suffusus from Mexico. The
four toxins (Tppal, Tppa2, Tce3, and Cbil) showed to contain 8 cysteine
amino acid residues each, responsible for making four disulfide bridges,
known to be present in the sodium channel modifier scorpion toxins, and
at least 16 other amino acids, which are highly preserved (Table 1). The
importance of such highly conserved sixteen amino acid residues, in
their primary structure, are assumed to be important for the recognition
of voltage-gated sodium channels (Nav), and the consequent toxicity of
these peptides.

Table 1
Alignment of the mature amino acid sequences of the toxins used for the production of recombinant proteins.
Toxin Amino acid sequence Identity (%)
Tppal KDGYLVGNDGCKYSCLTRPGHYCASEC - SRVKGKDGYCYAW-MACYCYNMPNWVKTWSRSTNRCGR 100
Tppa2 KDGYLVGNDGCKYSCLTRPGHYCASEC - SRVKGKDGYCYAW-MACYCYSMPDWVKTWSRATNKC— 93.5
Tce3 KDGYIIEHRGCKYSCFFGSSSWCNKEC-TLKKGSSGYC-AW-PACWCYGLPDSVKIFDSNNNKCS- 56.4
Cbil KDGYPMDNKGCKIACVIN-NQYCETECVTVLKGKKGYCYFWKLACYCEGLPNWAKVWDRATNKCRA 48.3

kkkk . . KKk .k Lk kk kk | kkk Kk kk .k

Lk k. * .k

The amino acid sequence of Tppal is listed in the first line and the amino acid sequences of Tppa2, Tce3 and Cbil follow. The last column indicates the percentage of
identity with respect to Tppal. The last line shows amino acid identity. Gaps marked by hyphens are inserted to optimize identity. Identical amino acids are indicated
by asterisks, whereas those with high or low similarities are indicated by semicolons and dots. Alignment was prepared using MUSCLE algorithm for multiple sequence

alignment by MEGAX.
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Table 2
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Alignment of the sequences from Table 1 with the amino acid sequences of the most identical reported toxins found in other scorpion venoms.

Toxin Amino acid sequence Identity® (%)
Tppal KDGYLVGNDGCKYSCLTRPGHYCASECSRVKGKD-GYCYAW-MACYCYSMPDWVKTWSRSTNRCGR-NH, 96.8%

To3 NaTx14.2 KDGYLVGNDGCKYNCLTRPGHYCANEC SRVKGKD-GYCYAW-MACYCYSMPDWVKTWSRSTNRC

Tppa2 KDGYLVGNDGCKYSCLTRPGHYCASECSRVKGKD-GYCYAW-MACYCYNMPNWVKTWSRATNKC—NH, 96.8%

Toll NaTx14.9 KDGYLVGNDGCKYNCLTRPGHYCANEC SRVKGKD-GYCYAW-MACYCYNMPNWVKTWSRATNKC

Tce3 KDGYIIEHRGCKYSCFFGSSSWCNKECTLKKGSS-GYC-AW-PACWCYGLPDSVKIFDSNNNKCS-NH, 93.4%
TdNa5 -NaTx2.5 KDGYIIEHRGCKYSCFFGTNSWCNTECTLKKGSS-GYC-AW-PACWCYGLPDNVKIFDSNNNKC

Cbil KDGYPMDNKGCKIACVI-NNQYCETECVTVLKGKKGYCYFWKLACYCEGLPNWAKVWDRATNKCRA 95.4%

CssIX KDGYPMDHKGCKISCVI-NNKYCETECVTVLKGKKGYCYFWKLACYCEGLPNWAKVWDRATNKCRA

# To3 NaTx14.2 (P60213) and Toll NaTx14 (H1ZZI0) were obtained from venom and venom gland transcript, respectively, of the species Tityus obscurus. Their
percentage of identities are reported based on the amino acid sequence of Tppal and Tpaa2, respectively. TdNa5 -NaTx2.5 (C9X4K3) was obtained from venom gland
transcripts of Tityus discrepans. Its percentage of identity is reported based on the amino acid sequence of Tce3. CssIX (F1CGT®6) is from the venom of Centruroides
suffusus suffusus. Its percentage of identity is reported based on the amino acid sequence of Cb1. Gaps were introduced to align the Cys.

3.2. Construction of vectors and gene cloning

The ¢cDNA coding regions for Tppal, Tppa2, Tce3 or Cbil were
amplified by PCR, cloned using each into a pCR®2.1-TOPO® plasmid,
and then with the use of restriction enzyme cleavage sites BamH1 and
Pstl into the expression vector pQE30, which was used to produce
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recombinantly such scorpion toxins. Table S3 shows the oligonucleo-
tides used for constructing the expression vectors. The pQE30 vector was
employed to produce N-terminal 6His-tagged proteins, which facilitate a
rapid purification of recombinant products by nickel affinity agarose
columns (NiNTA). The FXa cleavage site between the 6His-tag and the
mature toxin sequences (Tppal, Tppa2, Tce3, or Cbil) was added in case
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Fig. 1. Reverse phase-HPLC profiles of the purification of the recombinant proteins. HisrTppal (Al and A2), HisrTppa2 (B1 and B2); HisrTce3 (C1 and C2); HisrCbil
(D1 and D2). Reverse phase-HPLC profiles from Al to D1 were separated using a semi preparative C;g column, and reverse phase-HPLC profiles from A2 to D2 were
separated using an analytical Biphenyl column. The red line depicts the acetonitrile gradient (see Materials and methods for details). The asterisk corresponds to the

isoform that was active in mice.
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of a harmful effect of the 6His-tag over the biological activity of toxins.
The expressed proteins were named HisrTppal, HisrTppa2, HisrTce3,
and HisrCbil, respectively. The resulting amino acid sequences, and
their theoretical molecular masses are shown in Table S4. For HisrTppa2
an Arg residue was added to the C-terminal.

3.3. Expression system

Shuffle® or Origami® expression strains, different expression media,
and incubation conditions were used to test the expression of the re-
combinant toxins. The best expression conditions found for each toxin
are shown in Table S5. As a note, it was interesting to observe that toxins
of the genus Tityus (HisrTppal, HisrTppa2, and HisrTce3) were better
expressed in the Shuffle® strain while the toxin of the genus Centruroides
(HisrCbil) was better expressed in the Origami® strain.

3.4. Purification and secondary structure of recombinant proteins

After protein expression, the culture medium was centrifuged at
4424 g (in JA-10 rotor) for 20 min, cells were resuspended in 50 mM
Tris-HCI pH 8.0 and homogenized in a French press (Constant Systems
Ltd). The lysate was centrifuged at 12,096 g (in JA-20 rotor), and the
pellet containing the recombinant toxins was purified from inclusion
bodies using affinity chromatography to Nickel. The recombinant pro-
teins were desalted using Cjg preparative columns in a HPLC system.
Finally, the recombinant proteins were purified using a biphenyl reverse
phased column under similar HPLC conditions (Fig. 1). Furthermore, the
expressed neurotoxins showed similar content of a-helix and antiparallel
B-sheet secondary structure, indirectly confirming analogous folding to
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Fig. 2. Circular dichroism spectra of recombinant neurotoxins. A) Recombinant
neurotoxins from the venom of Tityus pachyurus and T. cerroazul; B) Recombi-
nant and native neurotoxin from the venom of C. bicolor.
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that of the o/f structures of scorpion neurotoxins (Fig. 2). The CD
spectrum of HirsCbil was compared to that CD spectrum of the native
Cbil (Fig. 2B). All CD spectra were evaluated using the deconvolution
software Bestsel, in order to compare the percentages of secondary
structure, pertaining to all recombinant peptides. Supplementary
Table S6 shows the percentages of secondary structures among the re-
combinant peptides and the native Cbil. The a-helix proportion was the
most conserved secondary structure among all recombinant peptides.
The molecular masses of the resulting fractions were confirmed by mass
spectrometry (Fig. S1), and the lethal fractions to mice were used for
immunization of rabbits.

3.5. Immunization, antibody purification, evaluation and neutralization
assays

Two rabbits were immunized as described in Section 2.7, and they
were boosted 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77, 84, 91, 98, 105,
112,119, 126, and 133 days later with different amounts of recombinant
toxins, alternating AIF and Alumina according to the protocol in
Table S7.

The antibody titers were monitored by performing direct ELISA as-
says every 4 weeks after taking a blood sample according to Table S7.
Once the immunization process was completed, the rabbits were bled
and the rabbits’ blood was allowed to clot at 37 °C for at least 2 h, chilled
on ice for 1 h, and centrifuged at 3836 g (in JA-14 rotor, for 20 min at
4 °C). Serum was collected and stored frozen at -20 °C until used.
Finally, rabbit immunoglobulins were purified by caprylic acid (Rojas
et al., 1994), which is also described and recommended in the WHO
guidelines for the production, control and regulation of antivenoms
(WHO, 2016). The IgGs were lyophilized in vials containing 50 mg and
stored at 4 °C. For titer quantification and neutralization assays an initial
concentration of 30 mg/mL of IgGs was used.

Although ELISA assays do not predict antivenom neutralization,
some interesting results were found. Table 3 compares the rabbit IgGs
titers obtained from the immunization with the four recombinant neu-
rotoxins (HisrTppa2, HisrTppal, HisrTce3 and HisrCbil) with other
commercial antivenom antibodies (see also Fig. S2). The concentration
of protein in the commercial antivenoms used was 37.1 mg/mL for the
Mexican Alacramyn®, 19.6 mg/mL for the Venezuelan antivenom and
80.8 mg/mL for de Brazilian antivenom, which are in the range of
previous reports (Sevcik and D’Suze, 2021; Vazquez et al., 2010; Ven-
ancio et al., 2013). Table 3 shows that the Brazilian antivenom had the
best ICsq (low pg/mL) values compared to the other three antivenoms.
Also, it had a better recognition for components of Tityus venoms than
that of the Centruroides venoms. The antibody recognition for both types
of venom components from Tityus and Centruroides confirms the pres-
ence of components with structural similarities in these scorpion
venoms. Conversely, the Mexican antivenom Alacramyn® had the
poorest ICsg (high pg/mL) values for the Tityus sp. venoms, and it also
had poor recognitions for Centruroides sp. venoms from Panama. How-
ever, it had an acceptable recognition for the venom of Centruroides
suffusus suffusus, which is one of the venom scorpion species used for
producing this antivenom. The Venezuelan antibodies had a better
recognition for Tityus venoms than that of the Mexican Alacramyn®.
However, it should be noted that the rabbit IgGs obtained here are
directed towards one or two components from the Tityus and Centrur-
oides venoms, and the antibodies from commercial antivenoms are
directed for several venom components with little or no role in venom
lethality. Furthermore, the antibodies from this work are rabbit IgGs
with a lower mass/valence ratio compared to that of the horses F (ab’),
of the commercial antivenoms. Although the ICsy values for the IgGs
obtained in this work were larger than that of such commercial anti-
venoms, it is clear that the ICsy values are not always correlated to the
neutralization activity; therefore, the median effective dose (EDsp) for
such IgGs was performed and compared to the reported EDsq of such
commercial antivenoms.
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Table 3
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ICs values for recognition of several scorpion venoms by antibodies from different commercial antivenoms and rabbit IgGs from this work.

ICso (ug/mL)

Anti-venom C. s. suffusus C. bicolor C. granosus T. pachyurus T. cerroazul T. asthenes T. festae
Alacramyn® (Mex)?* 7.7 33.0 22.4 16.7 46.2 20.5 20.4
(6.3-9.4) (26.8-40.7) (18.6-27.0) (9.9-28.1) (29.6-72.0) (11.9-35.3) (14.3-29.2)
Anti-Scorpion (Ven)® 39.3 23.9 26.8 7.5 19.1 11.3 7.6
(32.5-47.7) (19.4-29.5) (21.4-33.8) (5.8-9.6) (17.0-21.4) (8.7-14.5) (6.0-9.6)
Anti-Scorpion (Bra)® 9.8 8.2 9.7 3.6 5.9 4.4 5.1
(7.8-12.3) (6.5-10.4) (7.7-12.3) (2.9-4.5) (4.9-7.2) (3.5-5.6) (4.3-6.1)
This work? 93.4 20.0 34.8 29.3 40.9 35.9 26.3
(87.0-101.0) (18.5-21.5) (30.8-39.3) (28.5-30.2) (39.9-41.8) (31.9-40.5) (21.6-32.0)

95% confidence intervals (CI) are shown in parentheses. Alacramyn® (Mex, Mexico), Anti-Scorpion (Ven, Venezuela) and Anti-Scorpion (Bra, Brazil) are F(ab’), from
horses. The IgGs of this work are from rabbit. The antibody concentration used was a = 37.1 mg/mL; b = 19.6 mg/mL; ¢ = 80.8 mg/mL; d = 30 mg/mL.
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Fig. 3. SDS-PAGE of scorpion venoms from Panama and Western-blot developed with the obtained polyvalent rabbit IgGs (primary antibody). SDS-PAGE (A) and
Western-blot (B) of scorpion venoms. MPM means the molecular mass markers (kDa); lanes 1 to 7 are venoms from 1 - C. panamensis; 2 - C. granosus; 3 - C. bicolor; 4 -
T. pachyurus; 5 - T. cerroazul; 6 - T. asthenes; 7 - T. festae. The primary antibody used (1:50) was purified rabbit antibodies (IgGs), and then the second antibody was

goat anti-rabbit IgG coupled to alkaline-phosphatase at 1:2000.

To evaluate the recognition of the rabbit IgGs to the Panamanian
scorpion venoms, SDS-PAGE and Western-blot experiments were per-
formed (Fig. 3). The SDS-PAGE gel shows the presence of venom com-
ponents containing molecular weights of known enzymes, such
hyaluronidases (band around 37-50 kDa) for all venoms, the presence of
proteases (band around 25-37 kDa) for the venom of C. panamensis,
T. pachyurus, T. cerroazul, T. asthenes, and T. festae, the presence of
phospholipases (band around 13-17 kDa for T. pachyurus, T. cerroazul;
T. asthenes, and T. festae.). Yet, the Western blot experiments shows that
the antibodies produced recognize the components that elute around the
10 kDa band (mostly NavToxins) different from that reported by Borges
et al. (2020) where the Venezuelan antivenom weakly recognizes the
bands around 10 kDa, but recognizes the bands with higher molecular
weights with considerable intensity.

The median effective dose (EDs) of the obtained IgGs was calculated
(Fig. 4) for the venoms of T. pachyurus, T. cerroazul and C. bicolor by
implementing the 3Rs in the preclinical evaluation of antivenom
(Gutiérrez et al., 2017). The purified antibodies presented an EDsg of
0.74 (0.54-1.02), 0.41 (0.30-0.57) and 0.61 (0.42-0.88) mg venom,/mL
antivenom for T. pachyurus, T. cerroazul, and C. bicolor, respectively
(Fig. 4). For the Panamanian scorpion venoms, the effective doses of the
Venezuela antivenom were calculated in CD-1 strain of mice using 1.5
LDsg as challenge dose. The results were an EDsg of 0.47 (0.36-0.62),
0.40 (0.29-0.48) and 0.16 (0.12-0.21) mg venom/mL antivenom for
T. pachyurus, T. cerroazul, and C. bicolor, which shows that with only
using two toxins present in the venom of T. pachyurus, a better
neutralization is obtained than a commercial antivenom. For the venom
of T. pachyurus and C. bicolor, the 100% survival group showed only mild
intoxication symptoms in the first 30 min (Salazar et al., 2018). After

inoculation, the 100% survival group injected with T. cerroazul venom
showed symptoms of moderate intoxication that were maintained after
1 h of inoculation but survived under the parameters of the experiment.
This fact may lead to the need to include within the immunization pool a
second toxin from the T. cerroazul venom, which may cause such
intoxication symptoms and it is imperative to neutralize. This toxin
could be either with a molecular mass of 6995.9 Da or 7046.0 Da, which
were also previously described (Salazar et al., 2018).

4. Discussion

Panama has a diverse medical important scorpion fauna corre-
sponding to species of the genus Tityus and Centruroides. From a clinical
point of view, it is very difficult to differentiate the symptoms caused by
the sting of these species, which may require the need of antivenom to
neutralize the venom effects of such species of these two genera of
scorpions (Borges et al., 2012).

The production of recombinant proteins as antigens has been
described and its application to elaborate antivenoms for animal enve-
nomation’s has been depicted in recent years (Clement et al., 2019a; de
la Rosa et al., 2019; Jiménez-Vargas et al., 2017; Olvera et al., 2006).
The implementation of the use of recombinant toxins as a supplement or
alternative to the use of complete scorpion venom in the production of
antivenoms has become a reliable alternative to obtain a commercial
product with the same, or perhaps better, level of neutralization than
those currently produced (Mendes et al., 2008).

The primary structures of four scorpion toxins were elucidated
(Tppal, Tppa2, Tce3, and Cbil). All four toxins have some significant
identities to known toxic peptides from scorpion venoms from Brazil,
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T. pachyurus and T. cerroazul. The graphs show the Kaplan-Meyer survival
curves (solid line) including the non-linear curves (dotted line) to calculate the
EDsgps. The venom 1.5 LDsg from C. bicolor, T. pachyurus and T. cerroazul
correspond to 94.5, 91.8 and 24.3 ug of venom/mouse (18 g), respectively. The
calculated EDs for C. bicolor (A), T. pachyurus (B) and T. cerroazul (C) were
0.018, 0.024 and 0.013 pg of venom/pg IgGs, respectively.

Venezuela and Mexico, which may be important for the molecular
recognition of commercial antibodies towards the scorpion venoms from
Panama. However, a good recognition of a complex antigen, like the
entire venom of the scorpion, does not necessarely means that the an-
tibodies will neutralize the toxic effect of the venom.

All four toxins were recombinantly expressed taking in mind to
obtain large amounts of toxin; however, because toxin isoforms were
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generated, the yield of toxin with biological activity was very low. To
improve the yield of biologically active toxins, different bacterial strains
as well as modification of the expression media were tested (Table S5).
These variable conditions were important for having enough material
for immunization of rabbits. This is also an important point for immu-
nization of large animals such horses (de la Rosa et al., 2019), making
possible to obtain from 2 to 5 mg of recombinant protein per litter of
culture medium. The recovery was done from inclusion bodies. The
expressed protein obtained from inclusion bodies was mainly aggre-
gated and miss-folded protein that was dissolved with the help of a
chaotropic agent and separated by reverse phase HPLC technique using
Cyg columns (Hernandez-Salgado et al., 2012; Saucedo et al., 2012).
However, with quantities of 100 pg of protein in analytical C;g columns,
a good separation (resolution) of the isoforms was not achieved. How-
ever, it was found that by replacing the type of the hydrophobic inter-
action of the stationary phase of the column (biphenyl column) a better
separation was accomplished up to injection quantities of 300-350 pg
where it was possible to purify a worth quantity of a protein fraction
with lethal activity (15-20 pg ic in mice) (Fig. 1). Although other studies
have shown that the use of the all protein expressed in inclusion bodies
can generate neutralizing antibodies (Mendes et al., 2008), in this work,
we purified the inclusion bodies and selected the toxic fraction to mice.
Toxic fractions present structure epitopes, which are better immunogens
than the non-active proteins (Calderon-Aranda et al., 1999).

Concerning the immunization protocol presented here, it was
designed taking into account previous experience with another group of
rabbits, which were immunized with all four recombinant toxins
simultaneously. However, the resulting antibodies did not neutralize the
lethal effect of C. bicolor venom but did neutralize only that of
T. pachyurus and T. cerroazul. Therefore, we consider that there could be
an immunodominance effect of the Tityus toxins in the production of
antibodies, similar to that reported for Lachesis stenophrys venom, which
reduces the equine antibody response towards Bothrops asper venom
(Arroyo et al., 2015). For this reason, a change in the immunization
protocol was considered that allowed us to obtain neutralizing anti-
bodies for the four target neurotoxins and their respective scorpion
venoms. After finishing the immunization protocol, the purified anti-
bodies presented an EDsq of 0.74 mg/mL (0.54-1.02) for T. pachyurus,
0.41 mg/mL (0.30-0.57) for T. cerroazul and 0.61 mg/mL (0.42-0.88)
for C. bicolor.

The Western blot and ELISA experiments show that the rabbit anti-
bodies produced can recognize, besides the toxins from T. pachyurus,
T. cerroazul, and C. bicolor, also components of the venoms from T. festae,
T. asthenes, and C. granosus (Fig. 3). This may be due to the fact that
Tppal is also present within the venoms of T. asthenes and T. festae
(Borges et al., 2020; Salazar et al., 2018), and also it may be due to the
significant sequence similarity of Tppal and Tppa2 to other Tityus sp.
toxins. The cross-neutralization effect has already been studied previ-
ously for the venom of T. pachyurus from Colombia and the commercial
antivenoms from Brazil EDsy = 0.29 mg/mL (0.23-0.37), Mexico (EDsg
0.33 mg/mL (0.26-0.41 mg/mL) and Venezuela (EDs5y not determined
by low potency) (Barona et al., 2004). For Panamanian scorpion
venoms, the effective doses of the Venezuela antivenom were calculated
in CD-1 strain of mice using 1.5 LDs as challenge dose. The results were
an EDsg of 0.47 mg/mL (0.36-0.62) for T. pachyurus from Panama, an
EDsg of 0.40 mg/mL (0.29-0.48) for T. cerroazul and an EDsj of 0.16
mg/mL (0.12-0.21) for C. bicolor, which shows that with only using two
toxins present in the venom of T. pachyurus, a better neutralization is
obtained than a commercial antivenom.

5. Conclusions

The data presented here demonstrate the proof of concept that the
use of the most toxic neurotoxins present in scorpion venoms, obtained
by recombinant means, and used as immunogens can produce neutral-
izing antibodies against the lethal effect caused by venoms of three
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species of scorpions of medical importance in Panama. To improve the
neutralization towards the venom of T. cerroazul, T. asthenes and T. festae
with a view for producing IgGs in horses, it may be necessary to include
more recombinant toxins from these scorpion venoms in the immuni-
zation process. According to our experience, they could be the neuro-
toxins either with molecular masses of 6995.9 Da or 7046.0 Da for
T. cerroazul, 7073.6 Da for T. festae and 7101.5 for T. asthenes (Salazar
et al., 2018). These IgGs produced in horses must be tested using chal-
lenge doses equivalent to at least 3 LDsg of each venom. Future studies of
the transcriptome or proteome of these Panamanian scorpions will be
necessary to elucidate the sequences of the recommended toxins.
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