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RESUMEN

Los accidentes causados por las picaduras de alacrdn constituyen un probiema de
salud en nuestro pais. Los componentes activos del veneno de alacrin son proteinas
basicas y cortas llamadas toxinas, las cuales actian especificamente sobre los canales
de sodio y potasio de células excitables.

El alacran Centruroides noxius originario de Nayarit, es uno de los escorpiones
mas toxicos del mundo. Actualmente, se conoce la secuencia completa de aminodcidos
de varias toxinas de este alacrdn, entre ellas la de la toxina II-9.2.2, una toxina
bloqueadora de canales de sodio. No se ha reportado hasta la fecha la secuencia de la
region genomica de ninguna toxina de alacran.

En este trabajo se implemento una metodologia general para la caracterizacion de
las regiones genomicas que codifican para toxinas del alacran Centruroides noxius. Para
ello se tom6 como modelo el ADN complementario de la clona Cn 121. Esta clona se
aislé de un banco de ADN complementarios rastreado con una mezcla de
oligonucledtidos disenados a partir de la secuencia de aminoicidos de una region de la
toxina 11-9.2.2. \

Como paso inicial, se mont6 una metodologia para Ia extraccion y purificacion de
ADN genémico de alacran. El ADN genémico extraido y purificado de C. noxius
mostré poder ser digerido con diferentes enzimas de restriccion. Los productos de estas
digestiones se hibridaron usando como sonda radioactiva el inserto de ADNc de la
clona Cn 121. ;

Los resultados de estos experimentos mostraron que en las digestiones con la
enzima EcoRI se genera un fragmento de alrededor de 750 pb en el cual se encuentra
la totalidad o la mayor parte del gen que codifica para el ADNc de la clona Cn 121.

Como una manera de corroborar los datos obtenidos con las hibridaciones y aislar
el gen de la clona Cn 121 y otros genes relacionados, se realizaron experimentos de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando como templade ADN genémico. En
estos experimentos se amplificé la region genémica que corresponderia a la secuencia
codificable del ADNc de la clona Cn 121 (332 pb) asi como las regiones estructurales
de otros genes relacionados (de alrededor de 270 pb). Estos resultados sugieren que en
la zona que abarca la region codificadora, tanto el gen de la Cn 121, como los demas
genes de toxinas amplificados, se transcriben en productos de tamano similar a su
region genémica.

En otra serie de experimentos de PCR, se lograron amplificar varios fragmentos
del banco de ADNc, entre los cuales al parecer se encuentran el ADNc de la toxina
11.9.2.2. y otras toxinas relacionadas.
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2.-INTRODUCCION

2.1.-IMPORTANCIA MEDICA Y CIENTIFICA DEL ESTUDIO DE LOS
ALACRANES.

Investigadores de diversos paises se han interesado en los venenos de los alacranes
debido a la alta incidencia de casos fatales por sus picaduras (Magalhaes,1946; Russell,
1967; Bucherl, 1978; Habermehl; 1981; Goyffon et al, 1982). En México (Mazzoti y
Bravo-Becherelle 1963), Brasil (Bucherl,1971), Africa de! Norte (Bazolet, 1971), v
Medio Oriente (Shulov, 1955), los alacranes aun representan un problema médico y un
riesgo para la vida humana.(ver revision Possani 1984).

En México, en los periodos comprendidos de 1940- 1949 y 1957- 1958, fueron
reportadas un total de 20,332 muertes causadas por picaduras de alacrin (Mazzotti y
Bravo-Becherelle, 1963; citado por Keegan, 1980). Aunque el numero de muertes
causadas por las picaduras de alacran ha disminuido en aros recientes, en el presente
son atendidos mds de 200 000 casos de picaduras de alacrin anualmente; en tanto que
el promedio de personas fallecidas por esta causa es del orden 700 a 800, en su
mayoria ninos menores de dos anos (Dehesa/Avila,1989). Los estados mas afectados por
este problema son Colima, Guerrero, Nayarit y Morelos (Keegan, 1980).

No obstante que las picaduras de alacrin representan para algunos paises un serio
problema de salud piblica; el enfoque actual de la investigaciones sobre los venenos de
los alacranes dejo de ser objeto de interés unicamente médico. En realidad, la
investigacion moderna paso a ocuparse de las toxinas del veneno de animales
ponsonosos como herramientas para estudios de neurobiologia, electrofisiologia y
farmacologia molecular. (Catteralil, et al 1986)

En la actualidad, con el advenimiento de las técnicas de la ingenieria genética
molecular, se ha generado un considerable interés en su uiilizacion para acelerar las
posibilidades de estudio de la organizacion genomica y expresion de las toxinas de
alacran.

2.2.- TAXONOMIA Y DISTRIBUCION DEL GENERQ CENTRUROIDES

En el mundo se conocen airededor de 600 especies de alacranes incluidos dentro
de 70 géneros y 6 familias (Miranda et al, 1970). La mayor parte de las especies
venenosas conocidas estdn dentro de la familia Buthidae, a la cual pertenece el género
. Centruroides de los alacranes mexicanos. La especie Centruroides noxius originaria de
Nayarit es de particular interés, ya que por la alta toxicidad de su veneno es
considerada como una de las especies mds venenosas del mundo (Hassan, 1984).

Las especies de este género de alacranes americanos se encuentran distribuidos en
algunos paises de américa del sur, centro américa, Estados Unidos y México, el cual
parece ser su centro de distribucién. Aunque alrededor de 30 especies han sido
reportadas para este género, en algunos casos la validez de tal clasificacion se
encuentra en duda; esto debido a que algunas de las caracteristicas que son
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consideradas como criterio para la separacién de especies muestran considerable
variacion. Dos de tales caracteristicas, color v presencia de una espina accesoria sobre
el telson, se ha encontrado que son particularmente irrelevantes al respecto, puesto que
pueden presentar variacion en una misma especie (Keegan, 1980).

Al igual que otros alacranes de la familia Buthidae, las especies del genero
Centruroides son encontradas frecuentemente debajo de 1a corteza de los drboles,
troncos caidos o en grietas. Esta misma tendencia a ocultarse por arriba del suelo, en
lugar de hacerlo en madrigueras terrestres, los ha llevado en algunas zonas a
convertirse en especies domésticas. La mayoria de las picaduras de alacran ocurren
cuando los aracnidos son tocados accidentalmente en- sus madrigueras o cuando salen
de’ caceria en busca de alimentos; cuando esto sucede, pican inmediatamente y
emprenden una rapida retirada. Mientras algunas especies son altamente venenosas,
otras solo provocan un breve dolor con su picadura ( Keegan, 1980).

2.2.1.- Especies de Interés en los Estados Unidos.

Centruroides sculpturatus Ewing.- Esta especie es la unica verdaderamente
venenosa en los Estados Unidos, siendo inicialmente descrita por Ewing en 1928. Ennik
(1972) reporta su ocurrencia en Nuevo México, Arizona, California y norte de México
(Ennik, 1972, citado por Keegan 1980).

Centruroides vittatus Say.- Fue descrita inicialmente por Say en 1821. Esta especie
es de poca importancia médica, y su trascendencia radica en que es la especie mas
ampliamente distribuida de todos los escorpiones americanos. En los estados Unidos ha
sido reportada en Georgia, Florida, Kansas, Texas, Arkansas, Louisiana, Nuevo
México, Kentucky, Colorado, Oklahoma, sur de Hlinois y Missouri (Stahnke,1956;
Muma, 1967). En México, ha sido reportada en Tamaulipas, Coahuila, Chihuhua,
Nuevo Ledn y Zacatecas (Diaz Najera, 1964).

2.2.2.- Especies de interés en México

De las 28 especies reportadas para el genero Centruroides en México, ocho son
considerablemente peligrosas para el hombre:
C. elegans (Thorell), 1877; C. infamatus (Karsch), 1879; C. infamatus ornatus (Pocock),
1902; C. limpidus (Karsh), 1879; C. limpidus tecomanus (Hoffmaﬂl 1932; C. suffusus
(Pocock), 1902; C. sculpturatus (Ewing) 1928; y C. noxius (Hoffmann), 1932, (citados
por Keegan, 1980)

Centruroides suffusus.- Es el famoso alacran del estado de Durango. Ademas de
en esta entidad, también se le puede encontrar en Zacatecas (Diaz Najera, 1964).
Whittemore and Keegan (1963), encontraron que el veneno de C. suffusus presen{d una
toxicidad en raton similar a C. limpidus tecomanus y cerca de la mitad de la de C.
noxius. Debido a la antigiiedad de estos datos, es necesario redocumentar la
importancia médica de esta especie,

Centruroides elegans.- Esta especie ha sido reportada en los estados de Guerrero,
Jalisco, Nayarit, Sinaloa y las Islas Tres Marias (Keegan, 1980).



Centruroides limpidus. Hoffmann (1932) considera que esta especie puede
propiamente dividirse en dos subespecies, C. limpidus (Karsch), 1879 y C. tecomanus
Hoffmann, 1932. La distribucion de C.. limpidus ocurre en la region central del estado
de Guerrero, Morelos ¥ sur de Puebia; mientras que C. L tecomanus solo se ha
reportado en el estado de Colima. Esta especie es de considerable importancia
médica,como quedé dramaticamente demostrado en 1959, cuando un ciclon azoto la
ciudad costera de Colima y ocasiond ¢l derrumbe de multitud de viviendas de adobe,
Las alacranes que asi salieron de sus escondites, causaron cientos de victimas durante
la crisis (Keegan, 1980).

Centruroides noxius.- Este pequefio pero extremadamente venenoso alacran, fue
descrito inicialmente por Hoffmann en 1932. Ha sido reportado principalmente en el
estado de Nayarit, aunque también se han dado algunos registros en Jalisco y el Sur
de Sinaloa (Keegan, 1980). Su gran interés reside en el hecho de que es considerado la
especie mas venenosa de México y uno de los alacranes mas téxicos del mundo (Dent
et al., 1980).

2.3.- COMPOSICION DEL VENENO DE ALACRAN

En diversas investigaciones en las cuales se ha purificado el veneno de alacran, se
ha demostrado que sus componentes activos son péptidos, (ver revision en Rochat et
al,1979) los cuales se conocen como toxinas.Estos péptidos pueden actuar
especificamente bloqueando canales de sodie o potasio (Caterall, 1979; Carbone., 1982;
Possani, ef al.,1982) (ver secci6n 6.2).

Los venenos de los alacranes de la familia Buthidae, estin compuestos
principalmente por proteinas neurotoxicas y pequefios péptidos de funcion desconocida
(Zlotkin et al.,1978; Possani et al.,1980). Las hialuronidasas parecen ser las unicas
enzimas presentes en cantidades significativas, aunque en algunas especies como Buthus
tamulus, se mostré la presencia de una fosfodiesterasa (Master e al .,1963). En Ia
composicion de los venenos de algunas especies de alacrdn, también se han encontrado
neurotransmisores tales como la serotonina en Leivrus quinquestriatus (Adam and
Weiss, 1958) e histamina en Palamneus gravimanus (Ismail et al., 1975, citado en revision
Possani,1984).

2.4-EXTRACCION Y PURIFICACION DEL VENENO DE ALACRAN.

La mayoria de los trabajos bioquimicos reportados sobre toxinas de alacrdn se
han Hevado a cabo con veneno extraido por estimulacién manual o eléctrica de los
telsons (Babin er al.,1974; Zlotkin et al., 1978; Rochat ef al.,, 1979; Possani et al., 198(;
1981a; Hagag et al.1983), ya que el uso de glandulas homogeneizadas presenta el
prablema de contaminacion del veneno con componentes de alto peso molecular
(Possani et al., 1980, 1981b).

La presencia de toxinas en los diferentes venenos es usualmente seguida por el
efecto que estas presentan al ser inyectadas en animales de laboratorio (Tu, 1977;
Zlotkin ef al., 1978, citado en revision Possani, 1984).



Las técnica mds ampliamente utilizada para la purificacion de toxinas de alacrdn,
consiste en su extraccion del veneno crudo a través de solubilizacién en agua y
centrifugacion seguida por una cromatografia en columna (ver revision Zlotkin ef al.,
1978). La filtracion en gel con reciclamiento en Sephadex G-50, es seguida de 1 6 2
cromatografias de intercambio idnico sobre soportes insolubles como puede ser la
carboximetilcelulosa (Rochat et al., 1979; Possani et al 1981 a, c). Las resinas se
equilibran y las muestras son aplicadas en una serie de diferentes sistemas de buffer a
valores especificos de pH y fuerza ionica (revision Possani, 1984).

En algunos casos, la estrategia para la purificacion involucra un paso
cromatografico de intercambio i6nico seguido de filtracién en gel de Sephadex (Babin
et al, 1974; Watt et al., 1978; Hagag et al., 1983). Es dificil definir cual es la mejor
estrategia para purificar una toxina dada. En principio, aquella que dé la toxina mas
pura y con el mejor indice de recuperacion, es el método de eleccion (revision Possani,
1984).

Para verificar la homogeneidad de las toxinas purificadas, la mayoria de los
autores han usado tanto electroforesis en gel de acrilamida en el sistema de urea f} -
alanina de Reisfeld et al, (1962), como secuenciacion directa por degradacién
automatica de Edman, Se han utilizado otros criterios para determinar la pureza en el
estudio de algunas toxinas de alacrdn, como son el enfoque isoeléctrico, la
ultracentrifugacion analitica y la ausencia de un aminoicido dado en la composicién
quimica de las toxinas (Caterall, 1976; Lazarovici et al., 1982a; Hagag et al, 1983,
citados en revision Possani, 1984).

2.5. ESTRUCTURA DE LAS TOXINAS DE ALACRAN.
2.5.1. Estructura Primaria.

La estrategia seguida para la determinacién de la secuencia de aminodcidos de
toxinas de alacrdn, es exactamente la misma que la que se sigue para cualquier otra
proteina o polipéptido. Por esta razdn, el primer aspecto importante es el conocimiento
de la composicion quimica de las toxinas y sus péptidos derivados después de una
digestion parcial. Esta informaciéon proporcionara el nimero y tipo de aminodcidos que
s¢ pueden esperar durante la secuenciacion. Cuando el peso molecular de la proteina
es conocido por otros métodos, la composicion quimica, con la que se obtiene el pesc
molecular minimo, indicard si la proteina esti compuesta por una o varias cadenas
polipéptidicas. El analisis total de aminodcidos ayudara también a localizar péptidos o
aminoacidos que se pudieran haber perdido después de la digestion enzimatica de una
muestra dada (revision por Pessani, 1984).

Las toxinas de alacran, como algunas otras de origen animal, son proteinas basicas
y cortas de una sola cadena (Miranda et al., 1970) de 28 (Lazarovici ef al., 1982a.b) a
78 aminodcidos (Toledo and Neves, 1976). La mayor parte de las toxinas son de
alrededor de 60 a 65 aminoacidos (revision Zlotkin 1978). Aminoacidos como lisina,
cisteina y tirosina, se encuentran en las secuencias en relativa abundancia (de 5 a 10);
en cambio, se presentan en bajo contenido aminoacidos tales como fenilalanina e
isoleucina (de 1 a 2) en algunas especies y de fenilalanina e histidina en otras. La
metionina es un aminoacido extremadamente raro en las toxinas de alacran (Possani ef
al., 1977).
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Alrededor de 120 toxinas aisladas en forma pura se han reportado de las cuales,
la secuencia de aminodcidos completa de mas de un tercio se ha determinado (revision
Possani, 1984; Meves e! al., 1988). Dado que las toxinas de alacrin son polipéptidos
ricos en puentes disulfuro, uno de los pasos iniciales durante la determinacion de la
secuencia de aminoicidos es la reduccién y alquilacion de los residuos de cisteina
(revision Zlotkin et al., 1978). Este tratamiento permite identificar facilmente las
posiciones de las cisteinas derivatizadas en la cadena polipeptidica. Para la
determinacion de la secuencia, la gran mayoria de las toxinas ha sido primero Sujeta a
degradacion automitica de Edman (Rochat ef al., 1970a, 1972; Kopeyan e? al., 1979;
Grishin et al., 1980, 1981; Possani el al, 198la,c). Normalmente este procedimiento
permite determinar inequivocamente la posicion de varias docenas de residuos de
aminoicidos en la estructura primaria total. Por ejemplo, Rochat et al., (1970a, 1972},
usando secuenciacion automatica, ha determinado 38 y 43 aminodcidos de la region N
terminal de las toxinas ¥ y II, respectivamente, de Androctonus austrglis. También por
este procedimiento Kopeyan ez al. (1979) ha secuenciado 34 aminoacidos de la region N
terminal de la toxina III del mismo alacrdn. Grishin et al, (1980), determiné 33
aminoacidos de la parte N terminal de la toxina II contra insectos del alacran Buthus
eupeus y Possani et al. (1982) ha determinado 37 de los 39 aminodcidos totales de la
noxiustoxina de Centruroides noxius (revision Possani, 1684).

La secuenciacion automitica ha ayudado grandemente en la determinacién de la
estructura primaria de las toxinas de alacrin, asi como la de otros péptidos. Sin
embargo, la parte dificil en este trabajo no es la determinacion de la region N
terminal, sino la determinacion de la secuencia completa. La técnica usual para este
propoésito, es la combinacién de secuenciacion automditica directa de la toxina entera,
con cortes enzimiticos o quimicos del polipéptido y subsecuente andlisis de los
aminoicidos de los péptidos resultantes. Con el sobrelapamiento de estos péptidos se
obtiene finalmente un mapa, en el cual, cada pieza de informacion de la secuencia es
compilada en orden para dar un resultado unico v coherente (revisidn Passani 1984).

Se ha encontrado que miiltiples toxinas estin presentes en el veneno de una
especie determinada y que en el caso de las toxinas que actiian sobre canales de sodio
(ver seccién 2.6.2.) éstas exhiben entre si notable similitud en sus secuencias de
aminodcidos. Asi mismo, estas toxinas conservan regiones que son similares en las
toxinas encontradas en otras especies, (ver figura 1). Esta similitud destaca, sobre todo,
cuando se alinean las secuencias con respecto a los residuos de cisteina. En la figura #
2, se muestra la estructura primaria de la variante 3 de Centruroides sculpturatus una
tipica toxina bloqueadora de canales de sodio, la cual contiene 4 puentes disulfuros y
posee 63 aminoacidos.




1 10 20 30 40 50 59

Css I1I KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYA F  ACWCTHLYED
Css III KEGYLVSKSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYZ F  ACWCEALPHD
Csg I KDGYLVEK TGCKKTCYKLGENDFCNRECKWKHIGGSYGYCYG F  GCYCEGLPDS
CsSE v2 KEGYLVNKSTGCKYGCLKLGENEGCDKECKAKNQGGSYGYCYA F  ACWCEGLPES
CsE v3 KEGYLVKKSDGCKYGCLKLGENEGCDTECKAKNQGGSYGYCYA F  ACWCEGLPES
. Cn-II.9.2 KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQOGYKGAGGYCYA F  ACWCTHLYEQ
Cn II-14 KDGYLVDA KGCKKNCYKLGKNDYCNRECRMKHRGGSYGYCYG F  GCYCEGLSDS
TsIII-10 KEGYLMDH EGCKLSCFYR PSGYCGRECGYK K GSSGYCAW P  ACYCYGLENW
TsIII-8 KEGYAMDH EGCKFSCFYR PAGFCDGYCKTHLK ASSGYCAW P  ACYCYGVENX
Ts IV-5 KDGYPVEYDN CAYICWNY DNAYCDKLCKDK K BDSGYCYWV B ILCYCYGLEXX
AaH IT KDGYIVDDVN CTYFC  GRNAYCNEEC TKLK GESGYCQWASPYGNACYCYKLPDH
Bot III KDGYIVDDRN CTYFC  GRNAYCNEEC TKLK GESGYCQWASPYGNACYCYKVPDH
Lgg Vv KDGYIVDDKN CTFFC  GRNAYCNDEC KK KGGESGYCQWASPYGNACWCYKLPDR
Amm V KDGYIIDDLN CTFFC  GRNAYCDDEC KK KGGESGYCQWASPYGNACWCYKLPDR
Be M10 RDGYIADDKD CAYFC  GRNAYCDEEC KK GARESGKCWYAGQYGNACWCYKLPDW
Lgg IV RDAYIADDKR CBYTC  GSNSYCNTEC TK DGAESGYCQWLGKYGNACWCIKLPDK
Bot I RDAYIAQPEN CBYEC  AQNSYCNDLC TK DGATSGYCOWLGKYGNACWCKDLPDN
Bot II RDAYIAQPEN CBYEC . AKNSYCNDLC TK NGAKSGYCOWLGRWGNACYCYDLPDK
AaH I RDGYIVYPNN CBYHC VP P CDGLC KK NGGSSGSSCFLVPSGLACWCKDLPDN
RAaH III RDGYIVNSKN CBYHC VP P CDGLC KK NGAKSGSCGFLIPSGLACWCVALPDN

FIGURA 1.- Se muestran las secuencias N terminales de 21 toxinas de alacrdn alineadas con
respecto a sus cisteinas. Para propdsitos de alineamiento el primer aminodcido fue eliminado en
algunas secuencias (AaH LII, y IIl, Amm V, Lqqg IV y V, Ts IV-5, Bot I, I, y IIl y Be MI0). Le
numeracion del 1 al 59 se refiere a este alineamiento y no a las posiciones de los aminodcidos en
las respectivas Secuencias. El conjunto de los primeros siete aminodcidos estdn presentes en el
mismo alineamiento en las 20 toxinas. Se encuentran remarcados los aminodcidos que son
comunes en la alineacion de las 20 toxinas. En el primer blogue se encuentran toxinas de
alacranes norteamericanos, en el segundo de sudamericanos en el tercero de norieafricanos
excepto Be M10 que es de un alacrdn de asia central. En ¢l caso de la secuencia C, (datos no
publicados tesis maestria Garcia R. C.) se determind la secuencia de aminodcidos a partir de la de
nucledtidos de un ADNc que posiblemente exprese una toxina funcional aiin no aislada del
alacrdn C. noxius (Modificado de Possani et al, 1983).




Figura 2.- Secuencia de aminodcidos de la variante 3 de Centruroides sculpturatus.
Los puentes disulfuro estdn sefialados en negro y los residuos conservados con
puntos. El residuo 58 el cual parece ser un aminoedcido esencial para la actividad de
la toxina I de Androctonus australis Hector estd sefialado con rayas (modificado de
Fontecilla Camps, et al 1981).
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2.52.- Estructura Secundaria Y Terciaria.

Las principales caracteristicas de la estructura secundaria y terciaria de las
toxinas de alacran han sido estudiadas principalmente por las siguientes técnicas:
dispersion rotatoria optica, dicroismo circular, resonancia magnética nuclear y
cristalografia por difraccién de rayos X. Estudios sobre la caracterizacion
espectroscopica de 6 diferentes toxinas especificas sobre canales de sodio de
alacranes de los géneros Centruroides y Tityus muestran que estas toxinas son
moléculas bien estructuradas, reversiblemente resistentes a desnaturalizacion
termal, y contienen de 20 a 22% de estructura § plegada y de un 4 a 11% de «
hélice. Ademds se encontraron indicaciones de diferencias estructurales entre las
especies del género norteamericano Centruroides y el alacran sudamericano Tityus
serrulatus (Possani et al., 1981d; citado en Possani 1984).

Aunque una combinacion de varias de estas técnicas ha permitido conocer los
detalles de la estructura secundaria y terciaria, la cristalografia por difraccion de
rayos X, es sin duda la técnica que mds informacion ha aportado. Hasta el
momento con esta técnica, se ha logrado determinar la estructura tridimensionai de
dos toxinas de alacrian. Juan C. Fontecilla Camps y colaboradores (1980; 1988)
determinaron la estructura tridimensional de la toxina variante 3 del alacrin
norteamericano Centruroides sculpturatus con cristalografia por difraccién por
rayos X. La estructura terciaria de esta toxina contiene caracteristicas estructurales
que se cree que son tipicas para otras toxinas de alacran bloqueadoras de canales
de sodio. lo cual fue también corroborado por datos obtenidos en estudios de
resonancia magnética nuclear realizados por Arseniev ef al. 1984, citado en
Possani, 1984).

La estructura terciaria completa de la variante 3 de C. sculpturatus, (fig. 2)
tiene dos y media vueltas de estructura o hélice, las cuales abarcan de los residuos
23 al 32, y un corto trecho de 3 hebras de estructura § plegada antiparalela, el
cual incluye las regiones que van de los residuos 1-4, 37-41 y 46-50. Las
estructuras o hélice y $ plegada, se unen por los puentes disulfuro de las cisteinas
en las posiciones 25 y 46 y de las cisteinas en las posiciones 29 y 48. Un tercer
puente disuifuro, entre la cisteina 16 y la 41, esta también localizada cerca de la «
hélice y B plegada. Estos tres puentes disulfuros estin ocultos dentro de la
molécula, Algunos bucles salen desde el denso armazén de la estructura
secundaria. El cuarto puente disulfuro, entre la cisteina 12 y 65, esta expuesto en
un extremo de la molécula.

Los autores describen la forma total de la molécula comparindola con una
mano derecha empunada, con la cual presenta cierta similitud. De acuerdo con
esto, La o hélice corre a lo largo de los nudillos del puifio; la region de la
estructura [} plegada se encuentra a lo largo de la segunda y tercera unidn de los -
dedos; el dedo pulgar coincide con las dos asas constituidas por los residuos 16-21
y los residuos 41-46. La mufieca corresponde a el tramo del extremo COOH
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terminal que comprende los residuos 52-65 y un asa compuesto por los residuos 3
al 14; y la segunda unién del mefiique se encuentra cercana al extremo NH,
terminal de la molécula. El esqueleto de carbonos o forma una gran superficie
plana que incluye el trecho que corresponderia a la superficie plana formada por
los segundos falanges de los dedos y la parte inferior del pufio (que puede
observarse colocando la mano empuiiada a la altura de Jos ojos). Esta superficie
plana esta compuesta principalmente por regiones conservadas y por aminodacidos
de caracter hidrofébico (Fontecilla et al, 1981). En la Figura 3, se muestra el
esqueleto de carbonos ¢ la variante 3, sefialandose a los aminodcidos con sus
respectivas posiciones. En la figura 4, se muestra una imagen tridimensional de la
molécula con sus nubes electrénicas.

Por otra parte, mas recientemente el mismo Fontecilla Camps y Hebersetzer-
Rochat (1988) determinaron la estructura tridimensional de la toxina II del alacrin
norteafricano Androctonus australis Hector (AaH II). Las caracteristicas mds
importantes de su estructura secundaria, son una trecho de o hélice que
comprende de los residuos 19 al 28 y un triplete de hebras £ plegadas que se
encuentran orientadas antiparalelamente, las cuales comprenden las regiones que
van de los residuos 2-4, 32-37 y 45-51, La estructura f§ plegada se encuentra mis o
menos paralela a la o hélice, ambas estructuras se encuentran unidas por puentes
disulfuro a través de las posiciones Cis-22 y Cis-46, asi como por las Cis-26 y Cis-
48. Un tercer puente disulfuro se encuentra cercano y conecta las cisteinas de las
posiciones 16 y 36. El cuarto puente disulfuro se encuentra entre las posiciones
Cis-12 y Cis-63. Las moléculas de la variante 3 y AaH II, muestran en general
caracteristicas estructurales similares, las cuales definen la estructura general de
las toxinas bloqueadoras de canales de sodio (Fontecilla Camps et al., 1988).

Mas recientemente, también se ha determinado la estructura tridimensional de
la caribdotoxina, una toxina bloqueadora de canales de potasio. Esta toxina es un
péptido de 37 residuos (Gimenez-Gallego ef al., 1988), con 8 aminoicidos basicos ¥
2 4cidos, 3 puentes disulfuro y un N terminal bloqueado por un residuo de
piroglutamico.

La estructura tridimensional de la caribdotoxina se encuentra enclavada sobre
las bases de 3 hebras de estructura f plegada en direcciones antiparalelas. La
molécula es marcadamente elipsoidal con los ejes mayor y menor de 2.5 nm y 1.3
nm, respectivamente. Los grupos funcionales muestran una notoria segregacion
espacial sobre la superficie de la toxina. Una cara de la molécula es fuertemente
polar, en tanto que en Ja cara opuesta, se encuentran expuestos la mayor parte de
los grupos hidrofébicos (ver Park ef al, 1991).
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Estructure de carbonos alfa de la toxina variante 3.

Fig # 3.- Se muestra el esqueleto ©. carbonado de la variante 3 de Centruroides
esculpturatus. Se indican la posicién de los aminodcidos.



FIGURA 34 Esqueleto o carbonado de la toxina variante 3 del alacrin
Centruroides sculpturatus en donde se muestran los dtomos de azufre conectados
a los carbonos o de los residuos de cisteina. Este dibujo fue elaborado usando el
programa ORTEP por Fontecilla- Camps et al. (1980).
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de sus diomos.

-

Figura # 4.- Imagen tridimensional de la molécula de la variante 3 de Centruroides
fronicas

sculpturatus mostrando las nubes elec
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2.5.3.- Relaciones Estructura Funcién.

El analisis diferencial de la estructura tridimensional de las moléculas de la
variante 3 y AaH 1I, junto con las conclusiones obtenidas al confrontar estos
resultados con las observaciones realizadas al comparar la estructura primaria de
las demds toxinas secuenciadas; han permitido ir formulando la mayor parte del
cuerpo de una teoria para explicar las relaciones existentes entre las caracteristicas
estructurales de una toxina y sus funciones especificas.

2.53.1.- Estructura Primaria: Andlisis y Correlaciones Funcionales.

En la opinién de L. D. Possani (ver rev. 1984), hay por lo menos dos formas
de analizar las relaciones estructura-funciéon. Una consiste en tomar una toxina
dada, introducir mutaciones en su estructura y probar su funcién. El otro sistema
en cambio, consiste en la comparacion de las regiones estructurales de una
variedad de toxinas similares, con su accion sobre sitios especificos; para de esta
manera, deducir cuales regiones estructurales son las responsables de determinada
funcion.

Analisis métricos realizados sobre las secuencias de una variedad -de toxinas,
muestran que los aminoicidos conservados son de gran importancia para la
estabilizacion de la estructura secundaria y terciaria (rev. Possani, 1984). Fontecilla
Camps et al. (1981) a su vez, realiz6 un analisis de las estructuras de 28 toxinas de
alacran. Encontrando que aunque las secuencias exhiben considerable variacion,
mostraban tres regiones conservadas. La region conservada mdis grande
corresponde de los residuos 1-6 de la variante 3, la segunda region a los residuos
45-47 y la tercera regién a los residuos 51-53. (ver figura # 2)

2.532.-Estructura Terciaria: Correlaciones Funcionales.

Cuando se determiné la estructura tridimensional de la primera toxina de
alacran,Ja variante 3 de C. sculpturatus, se vieron confirmadas muchas de las
expectativas acerca de las relaciones estructura-funcion de las toxinas.

En el anidlisis de esta estructura se encontr6 que los aminoacidos conservados,
con excepcion de los residuos de cisteina, destacan en el modelo estereo espacial de
la toxina (fig. 2). Los residuos conservados 1-4, 47 y 52-53 estin agrupados sobre
la superficie de la molécula formando una superficie larga y continua que se
extiende por la parte media de la molécula, abarcando casi todo su ancho. Estos
aminoicidos parecen ser buenos candidatos para desempefar papeles funcionales
en las neurotoxinas de alacran.

Por ofra parte, los aminodcidos conservados de las posiciones 3, 6, 45 y 51 que
se encuentran por dentro de la estructura de la molécula, probablemente
desempenan importantes funciones en el mantenimiento de la estructura
tridimensional. La variante-3 muestra también una interesante distribucion
tridimensional de los residuos hidrofébicos, los cuales forman una banda larga y
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continua de residuos hidrofébicos expuestos a lo largo de la molécula. Siete de los
ocho residuos aromdticos de la proteina estdn contenidos en esta banda. La parte
posterior de la molécula contiene pocos residuos aromaticos, la mayor parte de los
cuales no se encuentran expuestos (Fontecilla Camps et al., 1981).

Fontecilla Camps y colaboradores, al confrontar sus datos con otras
investigaciones, encontraron evidencias para hacer suponer que las caracteristicas
generales de la estructura tridimensional de la variante 3 es tipica de las toxinas
de alacrian bloqueadoras de canales de sodio. Estas evidencias son:

1) Aunque la estructura primaria de diferentes toxinas muestra limitada
homologia, la localizacién de los residuos mas conservados sugiere que las toxinas
de alacran tienen una misma configuracion.

2) El uso de métodos para predecir estructuras secundarias en proteinas a partir
de la secuencia de aminodcidos, indica que las demds toxinas de alacrdn tienen
caracteristicas en comin con la variante 3.

3) Estudios sobre la modificacion quimica de toxinas de Androctonus australis
Hector, demuestran ser consistentes con las caracteristicas estructurales generales
de la variante-3. Por ejemplo, tal como se predijo para la estructura de la
variante-3, solo uno de los cuatro puentes disulfuro en Aall es realmente
susceptible a reduccion,

4) En las demas toxinas analizadas, las deleciones e inserciones de aminoacidos
ocurren en las regiones donde las alteraciones a la estructura general de la
molécula de la variante-3 serian minimas. Las deleciones de la variante-3 ocurren
primariamente entre los residnos 18 y 24, en una de las asas que se extienden
hacia afuera de la densa coraza de la estructura secundaria. En tanto que las
inserciones en la estructura de la variante-3, ocurren principalmente entre los
residuos 44 y 45, los cuales estin localizados en otra asa protuberante en la
estructura de la molécula. Parece existir una interesante correlacion entre estas dos
asas adyacentes: Las inserciones entre los residuos 44 y 45 se presentan
acompanados por deleciones entre los residuos 18 y 24, Otras inserciones de
segmentos se presentan en algunas toxinas en el extremo COOH y NH, terminal;
asi como en los residuos 8-12 y en la asa que incluye los residuos 32 y 35. Ninguna
de estas inserciones o deleciones parece afectar en forma significativa las
principales caracteristicas de las estructuras secundarias de la molécula (Fontecilia
Camps et al., 1981).

Con la determinacion de la estructura tridimensional de Aa II, la segunda
toxina de alacran conocida a este nivel, muchas de las anteriores hipotesis fueron
corroboradas. Un hecho importante es que aunque AaH II, se encuentra en el
veneno de Androctonus australis Hector que es una especie norteafricana, presento
caracteristicas estructurales similares a la variante-3 de Centruroides sculpturatus
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un alacrdn de norteamerica. Lo cual da mais validez a la idea de una estructura
general de las toxinas especificas para canales de sodio (Fontecilla Camps et
al.,1988). :

La variante 3 comparte con AaH II una region similar altamente estructurada,
la cual contiene la « hélice, el triplete de hebras § plegadas antiparalelas y tres de
los cuatro puentes disulfuro. En tanto, como se esperaba, los aminodcidos que
componen las asas protuberantes de la densa armazon de la estructura secundaria,
varian en forma apreciable en ambas moléculas. Tal como se habia predicho, las
mayores diferencias fueron enconfradas en las regiones donde ocurren inserciones
y en el extremo COOH terminal.

El caricter hidrofébico de la superficie conservada de AaH II es determinado
principalmente por Ja presencia de un grupo de residuos aromaticos en la
superficie molecular, el cual también se presenta en la variante-3. Este grupo de
residuos aromdticos también se ha encontrado en la cardiotoxina de Naja
mossambica (Boshard, 1979) y pueden estar implicados en la interaccién de las
toxinas con sus receptores.

2.5.33.- Modificaciones quimicas y correlaciones funcionales.

El enfoque de producir modificaciones guimicas para determinar relaciones
estructura funcion, se ha utilizado ampliamente en toxinas de AaH I y AaHIIL De
estas investigaciones principalmente destacan los siguientes resultados:

1) Existe una drastica pérdida en la actividad farmacoldgica, cuando la Lis-58 es
biotinilada, o cuando la Lis- 56, equivalente en Aa I, es acetilada. también se
observa una considerable pérdida de actividad por modificacion del residuo basico
de la posicién 2 y remocion del dipéptido del extremo N terminal. (Sampieri ef al.,
1978; Jover et al., 198).

2} La toxicidad de AaH II es anulada, por reduccién y S-metilacion de los puentes
disulfuro expuestos. (Fontecilla ef al.,1981).

3) Los grupos carboxilo de cinco de siete aminoacidos dcidos en Aa II pueden ser
quimicamente modificados, lo cual resulta en una inactivacién de la toxina.

4) Las. modificaciones quimicas, sugieren que la superficie hidrofébica conservada
de la molécula, puede contener sitios que estén involucrados en las interrelaciones
de las toxinas de alacran con membranas excitables.

5) Estudios sobre modificaciones quimicas, y otras evidencias (Jover et al., 1980;
Okamoto, 1980), sugieren también, que las interacciones de las toxinas de alacran
con membranas excitables pueden involucrar a residuos bdsicos positivamente
cargados sobre la superficie de la molécula. EI dnico residuo bdsico altamente
conservado, que en la variente-3 corresponde a la posicion Lis-1; puede por lo
tanto, contribuir a las interacciones de las toxinas de alacrdn con los receptores
membranales.

~
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Acerca de las relaciones estructura funcion, podemos decir a manera de
conclusion, que a pesar de los significativos progresos realizados para llegar a su
comprension, todavia falta conocer en detalle los mecanismos finos que determinan,
entre otros aspectos, la toxicidad y la especificidad.

2.6.- ESPECIFICIDAD Y EL MECANISMO DE ACCION MOLECULAR
DE LAS TOXINAS DE ALACRAN.

2.6.1 -Especificidad Toxina-Canal
2.6.1.1.- Estructura y especificidad de las toxinas de alacran.

Segiin su especificidad sobre los canales voltaje dependientes se han reconocido
hasta el momento dos tipos diferentes de toxinas: aquellas que actitan
especificamente sobre los canales de potasio y las que lo hacen sobre los canales de
sodio (Caterall, 1979; Carbone., 1982; Possani, ef 4l.,1982). Un mismo veneno de
determinada especie de alacran, puede contener ambas clases de toxinas.

Las toxinas que actiian sobre los canales de potasio tienen alrededor de 28 a
39 aminodcidos y una estructura tridimensional compacta dada por 3 puentes
disulfuro; en tanto que las toxinas que bloquean a los canales de sodio son
mayores (de 61 a 78 aminoacidos) y presentan una compactacién estructural dada
por 4 puentes disulfuro.(Miranda et al, 1970; Kopeyan ef al., 1974; Fontecilla
Camps et al,1980; Possani ef al., 1982 y 1983).

Hasta el momento, la mayoria de las toxinas de alacrdn que se han reportado
son especificas de canales de sodio. Dentro de esta clase se encuentra la toxina
11.9.2.2 de Centruroides noxius, y las dos toxinas de las cuales se tiene resuelta la
estructura tridimensional, la variante-3 de Centrureides sculpturafus y la AaH U de
Androctonus australis. De las toxinas bloqueadores de canales de potasio tenemos a
la caribdotoxina y a la noxiustoxina.

La noxiustoxina es un péptido de 39 aminodcidos aislado a partir del veneno
de Centruroides noxius. Esta toxina, es el primer péptido blogqueador de canales de
potasio descrito, el cual ha sido totalmente sintetizado ir vitro (Possani et al.,1981
a, 1982). Esta toxina ha demostrado ser un bloqueador especifico de canales
voltaje-dependientes de K* en axon gigante de calamar (Carbone et al., 1982, 1987),
asi como de la permeabilidad de K* en sinaptosomas de cerebro de raton (Sitges e
al., 1986). También esta toxina ha mostrado modificar los canales de K-
dependientes de Ca™, en miisculo esquelético reicorporado en bicapas artificiales
(Valdivia ef al, 1988). El sitio activo de la noxiustoxina se ha determinado que se
encuentra en su porcion amino terminal (Gurrola et al., 1989).
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La caribdotoxina es un péptido de 37 aminodcidos, aislada a partir del veneno
del alacrdan Leiurus gquinquestriatus (Giménez-Gallego et al, 1988). Esta toxina
muestra una alta actividad blogqueadora de canales de potasio que son activados
por alta conductancia de Ca* en el misculo esquelético (Miller et al., 1985;
Anderson et al., 1988), neuronas (Herman y Erxleben, 1987; Reinhart et al., 1989;
Schneider et al,1989), rifion (Guggino et al,1987) y eritrocitos (Wolff et al., 1988;
Castle et al, 1986) (citados por Park et al, 1990).

2.6.1.2.- Caunales I6nicos y Mecanismo de Acciéon Molecular de las Toxinas de
Alacran.

Los canales de potasio y de sodio son un grupo heterogéneo de proteinas que
son similares en su capacidad de permitir el paso selectivo de iones K* y Na*
respectivamente, pero difieren en detalles de activacion, inactivacién y cinética del
flujo ionico. Las estructuras primarias de los canales de sodio y calcio contienen
cuatro fragmentos peptidicos repetidos similares en topologia formando parte de
un mismo polipéptido. En cambio, la estructura del canal de potasio estd
conformada por 4 monomeros que pueden ser iguales o diferentes (Baumann et al,
1988).

La potente accién de las toxinas de alacrdn estd relacionada con su habilidad
para unirse con alta afinidad a los canales de sodio que son voltaje dependientes
en las células excitables (Couraud and Jover, 1984; Caterral, 1986).

Los canales de sodio permiten el influjo de Na* que produce la fase inicial de
rdpida despolarizacion en el potencial de accion de la membrana. Estos canales
tienen una compleja fisiologia, la cual es alterada cuando las toxinas se unen a
diferentes sitio del canal (Strichartz, 1989). Esta interrupcion del flujo de iénes de
Na* a través de los canales en fibras nerviosas y misculares, trae consigo un efecto
paralizante (Caterall et al., 1986).

Las arritmias respiratorias producidas -por las picaduras de alacrdn son
-debidas principalmente a la despolarizacion de las fibras vicerales aferentes
(Freire-Maia, 1983) mientras otros efectos tales como hipertensién, salivacién y
arritmias, cardiacas son producidas por la liberacion de acetilcolina ¥
catecolamijnas (ver revision por Freire-Maia y Campos 1989).

Por comparacion de los diversos estudios realizados sobre la unién especifica
de las toxinas, es evidente que existen dos clases de toxinas especificas de sodio,
cada una de las cuales tiene efectos distintos sobre la corriente de sodio. (Meves et
al., 1989). De acuerdo con Koppenhofer y Smith (1968) y Narashashi et al. (1972)
los efectos de los alacranes de los géneros Leiurus y Buthus producen un retardo
en la inactivacién de sodio; mientras que Cahalan (1975) demuestra que los
alacranes del género Cenfrurpides inducen la aparicion de una nueva corriente de
sodio. Basado en la diferencia de estos datos, Cahalan (1975) presenté la hipdtesis
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que los venenos de los alacranes del viejo mundo (por ejem. Buthus) retardan la
inactivacion de sodio, mientras que los alacranes del nuevo mundo (por ejem.
Centruroides) inducen la aparicion de una nueva corriente de sodio (ver por Freire-
Maia y Campos, 1989).

Por otra parte, Caterall (1980) demostré6 que hay tres sitios receptores
asociados a los canales de sodio. El sitio I, al que se unen la tetrodotoxina y la
saxitoxina (otras moléculas bloqueadoras que no son de alacrdn), con la inhibicién
del trasporte iénico. El sitio II, al que se unen las toxinas liposolubles veratridina,
batracotoxina, aconitina y grayano toxina. Y finalmente, el sitio III, al que se unen
las toxinas de alacrdn y las toxinas de anemona marina. Estas toxinas inhiben la
activacion del canal de sodio. Ademds, de acuerdo con Couraud et al. (1982),
toxinas purificadas de alacranes originarios de africa y asia ( por ejem.
Androctonus australis, Leiurus quinquestratus y Buthus occitanus) son llamadas
toxinas o y se unen al sitio sitio III, mientras que toxinas purificas de alacranes
norteamericanos (por ejemplo los alacranes del género Cenfruroides) son llamas
toxinas B.y se unen a un sitio diferentes en el canal de sodio, el sitio IV. Por
iltimo, Las toxinas purificas del alacrdn sudamericano Tityus serrulatus tienen
diferente unién al canal de sodio. La tityustoxina o TsTX (Gomez y Diniz 1966) se
une al sitio L, siendo por lo tanto, una & toxina; en tanto que la TSTX I (Toledo
vy Neves, 1976), también llamada gama toxina (Possani et al., 1977) y la T1 VIII
(Sapaio et al., 1983), se unen a los mismos sitios receptores que las toxinas de!
género Centruroides, por lo que se les considera toxinas B (Javer et al., 1980;
Courad et al., 1982; Barhanin ef al., 1982).

2.6.2.- Especificidad toxina-especie.

En los alacranes de la familia Buthidae, donde se encuentran los alacranes mds
toxicos y por lo tanto también los mis estudiados, se han encontrado toxinas que
han demostrado ser preferentemente especificos contra mamiferos, insectos o
crusticeos. (Zlotkin et al., 1971; Babin et al., 1974; Lester et al., 1982).

En el veneno de una misma especie, se han encontrado una gran variedad de
péptidos de bajo peso molecular, los cuales se han estimado en mds de 20. Algunos
de estos péptidos tienen actividad neurotoxica sobre una gran variedad de especies
(revision Meves, Simard and Watt, 1989).

Estas toxinas tienen regiones conservadas que son similares tanto en las
toxinas de una misma especie, como en las de otras especies (ver revision Possani,
1984), pero también contienen regiones variables, en las cuales se espera encontrar
las caracteristicas responsables de dar la especificidad para las diferentes especies.
Darbon et al. (1982) encuentra que una toxina especifica contra insectos de A.
australis Hector, muestra modificacién en un puente disulfuro en relacién con otra
toxina del mismo alacran especifica contra mamiferos. Los autores sugieren que
este hecho puede introducir importantes cambios comformacionales en la molécula,
le cual puede explicar la especificidad de esta toxinas.
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2.7.- GENETICA MOLECULAR DE LAS TOXINAS DE ALACRAN

La informacion generada sobre la genética de los alacranes es limitada. Sin
embargo,cariotipos realizados a diferentes especies de alacranes sugieren que el
nimero de pares de cromosomas puede no ser constante. En el caso de
Androctonus mauretanicus, se han observado 12 pares de cromosomas (2n=24)
(Goyffon et al., 1971, citado por Bougis et al, 1989).

En los ultimos afos, con la creciente utilizacién de las técnicas de la biologia
molecular, se han realizado algunas aportaciones significativas en esta aréa del
conocimiento, De igual manera, se espera que en un periodo no muy largo, se
pueda lograr la comprension de la estructura general de la organizacion gendémica
de los alacranes.

Hasta ahora, las investigaciones realizadas en el aréa de biologia molecular
relativas a alacranes, han sido pocas y se reducen a- solo dos grupos de
investigacion. Estas investigaciones se han centrado casi exclusivamente en el
aislamiento del ARN mensajero (ARNm) y su posterior clonacion en forma de
ADnc (ADNc) (Bougis et al, 1989; Park et al, 1991).

El grupo de Pierre E. Bougis 'y colaboradores (1989) aislaron desde una
biblioteca de ADNcs precursores de toxinas bloqueadoras de canales de sodio del
alacrdan Androctonus australis, siguiendo el siguiente procedimiento general:

Construccion de banco de ADNc.

Un banco de ADNc, es una coleccion de ARNm que codifican para todas las
proteinas que se expresan, en determinada célula, 6rgano u organismo (Sambrook
et al., 1989). Estos ARNm son retrotranscrito a ADN que es una molécula mis
estable y se clonan en un vehiculo molecular apropiado. En el caso de el Bougis ¥
colaboradores, la construccion del banco de ADNc se realizé con ARNm extraido
de homogeneizado de telsons de alacran. No se realizé la extraccién del ARNm
directo de las glindulas, debido a la gran dificultad técnica que implica su
diseccion directa de los telson. La estrategia de clonacion usada fue de acuerdo con
el sistema de Okayama y Berg (1983) y se cloné en el plismido peDv-1. Se mostro
que se habian clonado principalmente dos clases de transcritos, los cuales
correspondian a un tamano aproximado de 360 y 1100 pb (Bougis et al., 1989).
Busqueda de las clonas positivas en el banco de ADNc

Dado que algunas toxinas de alacran se encuentran en proporciones bajas en
el veneno, también se ven poco representas en el banco de ADNc. Por este motivo,
esta baja representacion constituye uno de las mayores limitantes para su
bisqueda. Una forma de contrarrestar este problema, es utilizar para ser
analizadas una gran cantidad de clonas (Bougis ef al., 1989).
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La basqueda de los precursores se realizé por hibridacion con sondas de
oligonucledtidos homoélogos a las secuencias nucledtidicas deducidas a partir de la
de aminoacidos de las toxinas AaH I, AaH Il y AaH IT. Para cada experimento de
biisqueda, fueron analizadas 40 000 placas del banco de ADNc.

Se analizd a las clonas positivas, determindndose que el tamafio aproximado de
estos ADNc correspondia a aproximadamente 370 pb.

Determinacion de la secuencia nucledtidica de precursores.

Los insertos de las clonas positivas fueron subclonados en el fago m13mpl9, el
cual en su fase replicativa produce cadena sencilla de ADN que era requerida para
secuenciar. La secuencia nucleétidica fue determinada utilizando el método de los
dideoxinucleotidos con la enzima secuenasa. Se determind la secuencia nucleétidica
de un total de 11 clonas, las cuales corresponden a diferentes toxinas especificas
sobre mamiferos o insectos. Se encontré también que en las toxinas de un mismo
grupo eran muy parecidas las regiones gue codifican para la region del péptido
seflal y que por el contrario, esta regién variaba apreciablente en toxinas de
distinto grupo. En la figura 5, se muestra la secuencia nucleotldlca del ADNc del
ARNm gque codifica para la toxina AaH IL

Andlisis con Souther Blot

Este andlisis consiste en la transferencia de ADN a una membrana de
nitrocelulosa o nylon en la cual queda covalentemente pegado, se hibrida con
alguna sonda radioactiva y finalmente se obtiene una autorradiografia (Sambrook
et al., 1989).

Bougis y colaboradores digirieron el ADN gendmico de alacrin A. australis con
enzimas de restriccién y lo hibridaron usando como sonda el ADNc del precursor
para la toxina AaH II Los resuitados de este experimento indican, segiin estos
autores, que existe una sola copia del gen que codifica para Ja toxina especnflca de
mamifero el cual tiene un tamaito minimo de 2800 pb.

Experimentos de expresion.

Al realizar la clonacion de los ADNc, se utilizé un plidsmido con un sistema de
expresién eucariotico conteniendo un origen de replicacion del virus SV40. Estos
plasmidos de expresién se usaron para transformar células Cos-7 de rifion de
mono. Los resultados indican que la clona que se utilizd que contenia el ADN¢ de
la toxina AaH II, efectivamente expresa la toxina -AaH II en su forma activa
(Bougis et al.,1989).



Por otra parte, recientemente Park y colaboradores (1991) expresaron como
una proteina de fusién en E. coli al gene que codifica para la carybdotoxina, una
toxina bloqueadora de canales de potasio(ver seccién 2.6.1.2.), del alacran Leiurus
quinguestratus. La toxina recombinante fue oxidada para formar puentes disulfuro
y tratada para formar piroglutamico en el extremo N terminal, modificaciones que
son necesarias para hacerla funcional.

La caribdotoxina recombinante resulté ser idéntica que la toxina nativa, con
respecto a su mobilidad electroforetica, composicion de aminogdcidos y modificacién
en el extremo N terminal. De igual manera, demostré un comportamiento similar
en su actividad bloqueadora y cinética de disociacion con respecto a canales de K*
dependientes de Ca* en un sistema de ensayo (Park et al., 1991).

Hasta la fecha, no se ha reportade la secuencia de ninguna region genémica
que codifique para las toxinas de alacran.
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15 30 45
ATG AAT TAC TTG GTT ATG ATT AGT TTG GCA CTT CTT TTC GTG ACA
Met Asn Tyr Leu Val Met Ile Ser Leu Ala Leu Leu Phe Val Thr

60 75 90
GGT GTa GAG AGT GTA AAA GAC GGT TAT ATT GTC GAC GAT GTA AAC
Gly Val Glu Ser Val Lys Asp Gly Tyr Ile Val Asp Asp Val Asn

105 120 135
TGC ACA TAC TTT TGT GGT AGA AAT GCA TAC TGC AAC GAC GAA TGT
Cys Thr Tyr Phe Cys Gly Arg Asn Ala Tyr Cys Asn Glu Glu Cys

150 165 180
ACC AAG TTG AAA GGT GAG AGT GGT TAT TGC CAA TGG GCA AGT CCA
Thr Lys Leu Lys Gly Glu Ser Gly Tyr Cys Gln Trp Ala Ser Pro

185 210 225
TAT GGA AAC GCC TGC TAT TGC TAT AAA TTG CCC GAT CAT GTA CGT
Tyr Gly Asn Ala Cys Tyr Cys Tyr Lys Leu Pro Asp His Val Arg

240 . 255 270
ACT AAA GGA CCA GGA AGA TGC CAT GGC CGA TAA ATTATATAAGATGG
Thr Lys Gly Pro Gly Arg Cys His Gly Arg

280 290 300 310 320
AATGTATCCT AAGTATCAAT GTTAAATAAA TATAATTAAA AAATTAAAAA
330 340 348

AAAAAAAADA AAAAAAAAAR AAAARAAA

FIGURA 5.- Secuencia nucledtidica del ADNc del ARNm que codifica para Ia
toxina AaH IL. La secuencia del péptido seial que codificaria para 19 aminoicidos,
es mostrada remarcada y subrayada. La secuencia que codificaria para la toxina

11.9.2.2. madura, se muestra doblemente subrayada, mientras que la de la posible
sefial de poliadenilacién, se muestra subrayada (modificado de Bougis et al., 1989).

22



3-ANTECEDENTES
3.1. PARTE DE BIOQUIMICA

El grupe del Dr. Lourival Posanni del Departamento de Bioguimica del
Instituto de Biotecnologia de la UNAM ha sido pionero en el pais en la determina-
cion de la estructura quimica de las toxinas del alacrdn y en la sintesis de
péptidos en fase solida (ver revision Posanni 1984). Este grupe ha aislado y
caracterizado una gran variedad de toxinas de alacranes de los géneros Tityus y
Centruroides, y en especial, del alacran C. noxius.

3.1.- Extraccién y purificacion del veneno de Centruroides
noxius.

El sistema mediante el cual se logré aislar en forma pura la toxina II. 922 y
otras toxinas relacionadas de este alacran es el siguiente:

El veneno es resuspendido y centrifugado para remover restos celulares.
Después es separado por cromatografia en una columna de Sephadex G-50. Esta
cromatografia da 3 fracciones de las cuales la fraccion II constituye el 63% del
veneno recobrado y es letal para ratones (figura 6). Puesto que las toxinas son
polipéptidos basicos, una resina de intercambio cationico, como la CM-célulosa, es
adecuada para el segundo paso de purificacion. La separacién de la fracciéon II por
esta resina da por lo menos 14 fracciones, de las cuales 8 son téxicas para
mamiferos y 2 para crusticeos (figura 7A).

De estas fracciones, la I19.2 fue la que resulté ser la mas abundante. Esta
fracciéon fue recromatografiada en una columna similar de CM celulosa, de la cual
se obtuvieron las fracciones I1.9.2 y I1.9.3. (figura 7B), las cuales debido a la baja
resolucion lograda, fueron colectadas bajo la denominacién de toxina IL9 ¥
cromatografiadas en una columna Bio Rex 70 (figura 7C). Por este procedimientio
la toxina I1.9.2.2 se obtiene en forma puras las toxinas 11.9.2.1 y 11.9.2.2 (Possani et
al., 1981d) 11.10.1, 11.10.2 y IL 11 (Possani &f al., 1982).
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FIGURA 6.- Separacion del veneno soluble de C. noxius la
cromatografia se realizé6 en una columna de 2.9 por 170 cm de
sephadex G-50, se equilibré con 0.02 M de acetato de amonio, p H 4.7,
fue cargada con 6.3 ml de veneno soluble conteniendo 500 unidades
de absorbancia a 280 nm y eluido con el mismo buffer con un flujo de
50 ml/hr. Las fracciones 1, II y III contienen aproximadamente 17, 63
y 20 %, respectivamente, del material recobrado. BSA (suero de
albumina de bovino, peso molecular 66,200), N.n.s. {una toxina de Naja
naja siamensis, peso molecular 8000}, y NCl fueron aplicadas
separadamente como marcadores de peso molecular (tomado de
revision Possani, 1984).
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FIGURA 7A.- La fraccion O se separo en una columna CM-32 (0.9 X 27
cm) equilibrada con 0.2 M de acetato de amonio, pH 4.7. Fue cargada
con 95 mg (peso seco] o 116.6 unidades de absorbancia (a 280 nm).
Tomado de revision Possani 1984.
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FIGURA 7B.- Los componentes toxicos de la fraccion I19 fueron mezclados, dializados y
recromatografiados en una columna CM celulosa bajo las mismas condiciones descritas en 7A.
Se cargaron 27.8 mg de proteinasa en 75.5 ml

FIGURA 7C.- Un total de 26.6 mg de proteina de los componentes I1.92 mas Y192 en 75 ml se
cromatografiaron en una columna Biorex 70 (0.9 X 99 cm). Un gradiente lineal de
concentracion de buffer (acetato de amonio, pH 6.5) de 0.09 a 0.5 M, fue aplicado a un flujo
de 24 mlhr y se colectaron fracciones de 2.2 ml. Dos principales componentes toxicos se
obtuvieron, 11-9.2.1 y 11.9.2.2 (Tomado de Possani, 1984).
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3.2.- Determinacion estructura primaria, toxina II. 92.2.

El procedimiento de secuenciacion de esta toxina siguié los mismos pasos
generales que comprende el procedimiento para cualquier proteina (ver seccién
2.5.1). La secuencia del extremo amino fue la primera en determinarse y se realizo
por degradacion automitica de Edman (Possani ef al 1981a). Para la determinacién
de la secuencia en la region carboxilo, la proteina se redujo y carboximetil6
utilizando 4cido iodoacético para realizar la alquilacion. Después el péptido se
digirié con la proteasa V; de Siaphylococus aureus obteniéndose de esta forma una
serie de péptidos que se purificaron por HPLC y se colectaron para determinar su
secuencia de aminodcidos por medio de degradacién automdtica de Edman. De
estos péptidos secuenciados, se obtuvo el que correspondia a la secuencia del
carboxilo terminal. (ver secuencia completa en figura 10).

32.-PARTE DE BIOLOGIA MOLECULAR

El Doctor Baltazar Becerril Lujdn, investigador asociado del Dr. Francisco
Bolivar Zapata, ha establecido un trabajo de investigacion en colaboracién con el
Dr. Lourival D. Possani, cuyo principal objetivo es el aislamiento de genes que
codifican para toxinas de alacran.

Dado que se conocia la secuencia de aminoicidos de varias toxinas, la
estrategia general de la investigacion consistié:

1) La construccion de un banco de ADNc.

2) El disefio de oligonucleétidos en base a la secuencia aminoacida de las toxinas
{empezando con la II 9.2.2).

3) Utilizacion de estos oligonucledtidos para la bisqueda de los ADNc que
corresponden a los ARMm de las toxinas en el banco.

4) Secuenciacion de estos ADNc.

5 Uso de estos ADNc para la caracterizacion de los genes que codifican para las
toxinas de alacran.

DATOS NO PUBLICADOS
3.2.1- Construccién de banco de ADNc de C. roxis

Uno de fos primeros pasos que se dieron en este proyecto fue la construccion
de un banco de ADNc del alacrian C. noxius. Este banco de DNAc se construvé

siguiendo el protocolo descrito en ADNc Synthesis System Plus de Amersham (ver
figura 8). Para su elaboracién se extrajo el ARN total de un homogeneizado de
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aproximadamente 800 glindulas venenosas de alacranes de la especie Centruroides
noxius. De alli se purifico el ARN mensajero poli A con oligo dT pegado a un
soporte que en este caso fue papel y se retrotranscribi6 a ADN de cadena sencilla,
al cual se le polimerizé su cadena complementaria. Enseguida, mediante una serie
de manipulaciones enzimaticas (ver figura 9) se ligé estos ADNc a los brazos del
fago lambda gt 11, para después empacarse con las proteinas propias del fago,
obteniéndose de esta manera una poblacion de particulas figicas infectantes.

Estos fagos recombinantes se amplifican al infectar un cultivo de E. coli. De
esta manera se obtiene amplificada toda una coleccién de las diversas secuencias
de ADN complementarios a ARNm que se transcriben en las glindulas venenosas
del alacran, entre ellas, todas las posibles toxinas de esta especie.

3.2.2.- Aislamiento de clonas positivas

Se Nama sonda, a aquella secuencia de nucledtidos conocida que se puede
marcar radioactivamente y que nos sirve para identificar otra secuencia de ADN
homologa a ella, en este caso, entre una poblacién de ADN complementarios.

En base a la informacién que se obtuvo de la secuencia de aminodcidos de las
toxinas hasta ahora identificadas,” se planeé el disefio de secuencias de
oligonucledtidos para la elaboracién de sondas. Su disefio se basé en la seleccién de
una region de la secuencia peptidica, que sea codificada por el conjunto de
tripletes menos redundante. Se sintetizan todos los posibles 2lameros que
codifiquen para dicha regién y se marcan radiactivamente en su extremo 5’ para
poder ser usados como detectores.

De esta manera se disefiaron y sintetizaron 2 mezclas de oligonucle6tidos que
contenian todas las posibles secuencias de ADN gue codificarian para un conjunto
de 7 residuos contiguos correspondientes a la region 42-48 de la secuencia de
aminoacidos de la toxina 11-9.2.2.de Centruroides noxius (Ver figura 10).

Con estos oligonucledtidos, se probé un conjunto de condiciones de
prehibridizacion, hibridizacién y lavado de filtros, hasta encontrar las mas
adecuadas para la generacién de sefales de hibridizacién especifica. El rastreo de
una alicuota equivalente a 10* placas del banco de ADNc, permitié detectar 9
senales positivas. Se eluyeron estas placas, se determiné el titulo de fagos presentes
en el eluado y se plaquearon a baja densidad (200 placas/caja de 90 mm), con el
objeto de efectuar un segundo rastreo. En este segundo rastreo, solamente 2 de las
9 seiales volvieron a dar una clara senal positiva. De la cajas correspondientes a
las sefiales positivas del segundo rastreo, se eluyeron algunas placas y se volvieron
a sembrar efectudndose un tercer rastreo. De este iltimo, se escogieron aquellas
cajas en las que el 100% de las placas fueron positivas. De esta forma se
obtuvieron 2 clonas puras a las que se denominaron Cn11l y Cn121.
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FIGURA # 8.- Sintesis de ADNc de doble cadena. Sistema de sintesis de ADNc de
Amersham. ' :
1) La primera hebra de ADNc es sintetizada usando transcriptasa reversa ¥y oligo
dT como primero (primer).

2) La ARNasa H de E. coli es usada para cortar el ARN en el hibrido ARN-ADN.
Entonces la ADN polimerasa reemplaza eficientemente la cadena de ARN

utilizando los trozos de ARN cortado como primer.,

3) La actividad exonucleasa 3’->5" de la ADN polimerasa T, es usada para

remover algun extremo OH sobresaliente de. la primera cadena de ADNc en su
extremo 3.
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FIGURA # 9.- Clonacién de los ADNc en el fago lambda gt1l.



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10__ 11 12 13 14 15

Lis-Glu-Gly-Tyr-Leu-Val-Asp-Lys~Asn-Thr- Gly Cys- Lys Tyr ~GLu-

21617 18 19 19 20 21 22 23 2425 _26. 2725 26 _
Cys-Leu-Lis-Leu~-Gly-Asp-Asn-Asp-Tyr-Cys~Leu- Arg Glu~Cys-Lis-

27 28 29 30__31_ 32 33 3435 36_ 37 _38_ 39 40_ 41
Arg- Glu-Cis- Lis- s-G1ln-G1ln-Gli~ Tyr Lis-Gli- Ala -G1i-Gli- Tyr -Cis

42 43 4445 4647 48 49 50 5152 53 54 55 56

Tyr-Ala-Phe~ Ala-Cys-Trp-Cys-Trp-His-Leu-Tyr-Glu~Gln-Ala-Ile-

_57_58_59 6061 62 63 64 65 66
Val-T. Trp Pro-Leu-Pro~Asn-Lis- Arg Cys— Ser.

B

Css I11 KEGYLVSKSTGCKYECLXLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYA F  ACWCEALPHD
CskE I KDGYLVEK TGCKKTCYKLGENDFCNRECKWKHIGGSYGYCYG F  GCYCEGLEDS
CsE v2 KEGYLVNKSTGCKYGCLKLGENEGCDKECKAKNQGGSYGYCYA F  ACWCEGLPES
CsE v3 KEGYLVKKSDGCKYGCLKLGENEGCDTECKAKNQGGSYGYCYA F  ACWCEGLPES
Css II KEGYLV5KSTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQYGKSSGGYCYA F  ACWCTHLYEQ
Cn—-II1.9.2 KEGYLVDKNTGCKYECLKLGDNDYCLRECKQQGYKGAGGYCYA F  ACWCTHLYEQ
Cn II-14 KDGYLVDA KGCKKNCYKLGKNDYCNRECRMKHRGGSYGYCYG F  GCYCEGLSDS

C

42 43 44 45 46 47 48
Tir--Ala--Phe--Ala--Cis--Trp--Cis
5 TAT, GCN TTT. GCN TGT. TGG TGT, 3’

FIGURA 10.- A) Secuencia completa de la toxina II-92.2 de Centruroides noxius,
remarcandose la zona que se eligié para el disefio de la sonda. B} Con fines
comparativos se muestran las secuencias N terminales de otras 6 toxinas de alacranes
del género Centruroides. Notese las diferencias con la toxina II-14 del mismo alacrdn
y la mayor semejanza con la toxina Css Il de Centruroides suffusus suffusus. C)
Diseiio de la mezcla de oligonucledtidos sintético utilizado para las pruebas de
hibridacion para la busqueda de la toxina 11-92.2.
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Posteriormente se hizo una caracterizacion fisica de los insertos presentes en
estos fagos mediante digestiones con diferentes endonucleasas de restricciéon. A
partir de esta caracterizacién se determin6 que las clonas Cnlll y Cnl2l,
portaban insertos de aproximadamente 250 y 415 pares de bases respectivamente.

Para saber que tan similares eran estas clonas en su secuencia nucleétidica, se
realizé una hibridizacién de tipo Southern, utilizando como detector el inserto de
la clona Cnlll marcado con *P. La hibridizacion y los lavados se efectuaron en
condiciones altamente estrictas. Las seiales fueron muy similares por lo que se
determiné que estas dos clonas deberian de tener regiones similares en su
secuencia nucledtidica {trabajo correspondiente a la tesis de Doctorado de Vazquez
R. A). : :

Posteriormente en otra serie de experimentos andlogos, utilizando la clona
Cnlll se pudo aislar y caracterizar otra clona denominada C2, la cual porta un
fragmento de 373 pb (trabajo correspondiente a la tesis de Maestria de Garcia R.
C).

3.2.3.- Secuenciacion de clonas positivas

Inicialmente, se procedié a determinar la secuencia nucledtidica de los insertos
de las clonas Cnlll y Cnl2l. Para ello se decidié subclonar dichos insertos en el
fago M13 (mpl8 y mpl9) para obtener cadena sencilla (forma mds comin de
secuenciar). Un hecho notable en los resultados fue que la transfeccién fue exitosa
solamente en el caso de la subclonacién del inserte proveniente de la clona Cnllli,
por lo cual solo este pudo ser secuenciada con este sistema.

Debido a esta dificultad para subclonar el inserto de la clona Cn121 en M13,
se decidié tratar de secuenciarla directamente en doble cadena, para lo cual se
tuvo necesidad de probar diversas variantes metodoldgicas. Los ADNs utilizados
para la secuencia fueron, el inserto purificado de la clona Cnl21, el fago completo
y el inserto amplificado por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Finalmente, el inserto de esta clona se pudo secuenciar en doble cadena usando
como templado un producto de PCR (trabajo correspondiente a la tesis de
Doctorado de Vazquez R. A.).

Cuando tiempo después se intenté secuenciar la clona C2, teniendo en cuenta
las dificultades de subclonar en M13, se subcloné en un pldsmido con un origen de
replicacion de fago f1 (fismido) llamado pBLUES SCRIPT KS. El ADN usado
como templado fue todo el plismido recombinante del cual se obtuvo la secuencia
en doble cadena (trabajo correspondiente a la tesis de Maestria de Garcia R. C).

Al analizar los resultados de la secuencias nucleétidicas de los insertos de la

clonas Cnlll y Cnl21 se constaté que tenian los sitios blanco de los
oligonucledtidos que se utilizaron para su biisqueda.
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3.2.4.- Analisis de las secuencias

Cnlll

De la secuencia nucledtidica, se dedujo la de aminodcidos y se comparo con las
reportadas para las toxinas de C. roxius y otros alacranes del genero Centruroides.
la secuencia de aminoacidos de la clona Cnl11, es similar tanto a fa toxina I1-9.2.2.
como a la II-14. :

Por ofro lado, fue notable que la clona Cnlll, es altamente similar a ]a
variante 3 de Centruroides sculpturatus (CsEv3), de la cual se conoce la estructura
tridimensional (ver figura 11). Por lo que respecta al extremo amino terminal, la
secuencia mostré que en caso de que esta forme parte de una toxina funcional, no
estaria completa ya que empieza en el equivalente a la Cys 25 de las toxinas
funcionales.

En cuanto a las caracteristicas del mensajero a partir del cual se obtuvo el
inserto de la clona Cnlll (231 pb), se pudo deducir que en el extremo 3’ se
encuentran las caracteristicas tipicas de los mensajeros eucariotes, es decir, después
del codon de terminacion (en este caso TAA), se encontré una region que no se
traduce la cual contiene 2 posibles sefiales de poliadenilacién y un poli A.

Cnl21

La secuencia de la clona Cnl121 (416 pb) muestra una regién hacia el extremo
5’, que no corresponderia a la de un péptido senal tipico. Ademds, en la region
que corresponderia al amino terminal, presenta una secuencia que codificaria para
7 aminodcidos altamente conservados en las toxinas bloqueadoras de canales de
sodio. Como contraste, a partir del final de esta region y hasta la secuencia que
corresponderia a Ja Cys 25, este ADNc presenta una zona de airededor de 60 pb
que no codificaria para ninguna regién de alguna toxina conocida. A partir de la
Cys 25 hacia el extremo 3’, la secuencia es similar a la de la clona Cnlll y a los
ADNc de otras toxinas conocidas, entre ellas, la toxina II-9.2.2. (ver comparacién,
figura 11).
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C2

Esta clona fue aislada usando como sonda el inserto de la 111, por lo que se
esperaba, por unma parte, que tuviese un gran parecido con ella. Por otra parte,
como también ya se menciond, como la Cnlll muestra un gran parecido con la
variante 3 de Centruroides sculpturatus, se usé como sonda para tratar de
encontrar esta toxina u otra similar en Centruroides noxius. Los fundamentos para
esta busqueda particular fueron dos: a) por un lado era tedricamente viable
encontrar la toxina variante 3 o una semejante de Centruroides sculpturatus en
Centruroides noxius debido a la cercania geogrifica y filogenética de estas dos
especies (ver secci6n 2.2) y b) habia un gran interés del grupo por encontrar esta
toxina o una similar, para aprovechar el complejo estudio de cristalografia que
realiz6 Fontecilla y colaboradores para determinar la estructura tridimensional de
la variante 3, la cual es una de las dos unicas que se conocen (ver seccion 2.5.2).

Los resultados de la secuencia de esta clona mostraron su correspondiente poli
A en su extremo 3’, y a diferencias de las otras clonas, se tiene una clara regién
hidrofébica correspondiente al péptido senal. Ademas este ADNc tiene un tamaho
de 368 pb que es un tamafo similar a los otros ADNc de toxinas de alacrdn
reportados (Fontecilla Camps et al, 1989), por lo que estd dentro de lo esperado
para un precursor completo de una toxina funcional. Mas aiin, tal y como se
esperaba, la secuencia de C2 es muy semejante a la de la var 3, existiendo solo 6
diferencias en la secuencia total de aminodcidos (ver figura 12).

Podemos decir, como resumen de estos antecedentes, que al comenzar los
trabajos de esta tesis, ya se habia determinado la secuencia dz aminoacidos de
varias toxinas del alacran C. noxius, entre ellas la toxina I11-9.2.2. Asi mismo en
nuestro grupo de trabajo, se contaba con un banco de ADN¢ de C. noxius y se
habia determinado la secuencia nucledtidica del ADNc de dos clonas, una completa
(Cn121) y otra incompleta (Cnll1l). Posteriormente, en otros trabajos del grupo, se
determing la secuencia completa de la clona C..



Cnl21 KEGYLVSNSRNYLLGS SLCIRYRSLGFFP ITAGNRYLOPVLLGKNQG

I1-9.2.2 KEGYLV-D-KN--TG-~~C-KYECL-~~--========= KLGDNDY
Cnl21  CDNECKAKNQGGSYGYCYAFACWCEGLPESAPTYPLPNKSCS

I1.9.2.2 CLRECKOQGYKGAGGYCYAFACWCTHLYEQATPWPLPNKRCS

FIGURA 11.- Comparacion de la secuencia de aminodcidos (deducide de la de
nucleotidos) de la Cnl2l, con la secuencia de la toxina I1-9.2.2. Se muestran
subrayados los aminodcidos comunes entre las dos secuencias y se marca un espacio
en los aminodcidos no presentes en la toxina I1-9.2.2, en relacién con la Cnl2l.
Obsérvese que hay 21 aminodcidos (63 pb) menos en la secuencia de la toxina II-
9.2.2.
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C,KEGYLVNEKSTGCKYGCLLLGEKNEGCDEKE

CsSEV, KEGYLVEKEKSDGCKYGCLKLGENEGCDTE
7 10 18 21 27
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FIGURA 12.- Comparacién de las secuencias de la variante 3 de Centruroides
sculpturatus 'y la secuencia aminodcida deducida a partir de la nucleétidica del ADNc
de la clona CnC, de Centruroides noxius. Las regiones hipervariables que se han
enconirado en el andlisis secuencial de diversas toxinas corresponden a las regiones
subrayadas. Los aminodcidos diferentes en la variante 3 con respecto a la C, estdn
remarcados y numerados.



4.- OBJETIVO

Implementacion de un método general para la caracterizacion de los genes que
codifican para las toxinas del veneno del alacrén  Centruroides noxius Hoffmann,
tomando como modelo el ADNc de la clona Cnl2l.

S HIPOTESIS

Dado que se tiene la secuencia nucledtidica del ADNc de la clona Cnl2l, el cual
fue generado a partir de un ARNm relacionado con el que codifica para la toxina II-
9.2.2; si se usa esta secuencia como sonda podremos buscar en el gendma del alacrdn
la regién que codifica para el gen que transcribe el ARNm de la Cn 121 y posiblemente
los genes de otras toxinas relacionadas entre ellas la de la 11.9.2.2.
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6-MATERIAL ¥ METODOS.
6.1.- EXTRACCION DEL ADN GENOMICO.

El primer paso metodolégico a seguir para cumplir el objetivo de mi tesis,
consistio en la extraccion del ADN genomico del alacran.

El compromiso en este caso era tanto de orden cuantitativo como cualitativo.
Cuantitativo porque se necesitaba sacar un buen rendimiento para obtener el ADN
suficiente para futuros experimentos y cualitativo porque este ADN deberia de salir
lo mds integro posible (sin estar degradado) y ademas deberia de estar lo
suficientemente limpio para permitir ser digerido posteriormente con enzimas de
restriccion.

El procedimiento experimental fue el siguiente:

1).- Se Preparo la solucion de extraccién de ADN gendmico: )
0.1 M EDTA (Etilendinitrilotetracetato disodico), 0.05M de Tris
(Trihidroximetilaminometano) pH 8.0, conteniendo 0.5% SDS (Dodecilsuifato
de sodio) y 100 pg/ml de proteinasa K.

2).- Se tomaron 3 tubos para centrifuga (volumen 30 ml) y a cada uno se le agregé
25 ml de ia solucion de extraccion de ADN gendmico.

3).- Los alacranes vivos fueron congelados en nitrégeno liquido y se mantuvieron a
baja temperatura.

4).- En un mortero se molieron 3 grs de alacranes enteros, los cuales se
pulverisaron lo mas finamente posible y se agregaron por partes equivalentes a
los 3 tubos que contenian la solucién de extraccion de ADN genémico.

5).- Se pusieron a incubar los tubos a 55°C con agitacion durante 4 hrs.

6).- Se Centrifugé a 8 000 rpm a 4°C durante 30 minutos (rotor JM 13).

7).- Al centrifugado se le extrajo una capa de lipidos que se formé en la superficie
y el sobrenadante se pasé a otros 3 tubos (de 30 ml de volumen).

8).- A cada tubo, en relacién al sobrenadante extraido, se le agregé un volumen de
fenol (aprox. 20 ml) y se agit6 durante 15 min.

9).~ Se volvio a centrifugar a 8 000 rpm a 20°C durante 15 minutos.
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10).- Se decanté el sobrenadante y se repiti¢ la extraccién con fenol 2 veces mds (
se pueden dar mas extracciones seglin se juzgue conveniente en base 2 la capa
blancuzca de desechos que va quedando en la interfase),

11).- Se precipité con 2 volimenes de etanol y 1/10 de Acetato de sodio pH 5.2.
12).- Finalmente, se resuspendié el ADN precipitado en 1.5 ml de TE (Tris-EDTA).

En experimentos con estas condiciones, se varié la cantidad de gramos de
cuerpo alacrin usados en la extraccion (2.5, 5.0, 7.5 y 10.0 grs) con el fin de
establecer la relacion adecuada de gramos de alacrdn en la mezcla de
extraccion.

6.2.- PURTIFICACION Y DIGESTION DEL ADN GENOMICO
PURIFICACION

Puesto que después de la extraccion del ADN gendémico este presenié el pegado
de un pigmento, se procedi6 a purificario con un procedimiento cromatogrifico. Se
utiliz6 una columna de agarosa para filtracion molecular pretendiendo asi separar
el ADN del colorante mediante sus diferencias en el peso. De esta manera se
esperaba saldrian primero las moléculas mas grandes y pesadas como el ADN y se
retrasarian las mas pequenas y menos pesadas como seria el colorante.

) Para estos experimentos se utilizo una columna de 28 cm de altura, 1 cm de

didmetro y 10 ml de capacidad, la cual se empaco con Bio-Gel A-50m malla 100-
200 (Bio Rad Richmond Calif.) y se equilibré con 5 vohimenes del buffer agarosa
A 50 que contiene: Tris 10 mM pH 8.EDTA 1 mM y NaCl .5M. Se cargé la
columna con una muestra de aproximadamente 100 pg de ADN en un volumen de
300 pl y se colectd el eluado en alicuotas de 500ul

En estos experimentos se vari6 ademds la cantidad de NaCl en el buffer de
equilibrio (0.3 M, 0.5 M y 0.75 M.) Se esperaba que al aumentar la fuerza ionica
del buffer hubiese menos atraccion electrostatica entre el colorante y el ADN,

Después de la purificacion en columna se dio un tratamiento de limpieza
adicional con un volumen de fenol-cloroforme isoamilico ( 2 veces) y finaimente
con un volumen de cloroformo.

CUANTIFICACION DEL ADN Y VALORACION DE PUREZA .

Se utilizaron 3  diferentes procedimientos: examen electroforético
espectrofotometrico y biolégico. .
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Examen espectrofotométrico

Puesto que el pico maximo de absorbancia de los dcidos nucleicos es a 260 nm,
¥ para la mayorfa de las proteinas es de 280 nm, la relacién de las lecturas de una
muestra de ADN a éstas longitudes de onda nos indica la proporcién en que una
muestra de ADN esta asociada con proteinas (Sambrook ef al, 1989).

El procedimiento que se sigui6 fue el siguiente:

1).- Se tomé una alicuota de 5 I de la solucion del ADN y se le agregd 995 ul de
agua destilada.
2).- Se tomé la lectura de la densidad éptica a 260 y 280 nm.

3).- Se determiné la concentracién del ADN con la lectura de su densidad optica a
260nm, tomando en cuenta la relacién de que 1 unidad de demsidad optica
.es igual a 50pg/ul de ADN.

1 U. D.O —=—m—mmmm e 50 g/ 1 ADN
X fraccidn de D.QO=—~————m——mmmmmm e X g/ 1 ADN

Una vez obtenido este valor, se divide entre los |l que se tom aron de la
solucion de ADN (en este caso 5) para obtener la concentracion de ADN por ul de
ADN de la solucion. Finalmente se multiplica por los pul totales de la solucién para
obtener la concentracion total de ADN por muestra.

4) Una medida de la pureza del ADN con respecto a las proteinas, se obtiene con

la relacién de las lecturas a 260nm/280nm. La relacién ideal corresponde al valor

de 2, pero en la prictica con un ADN gendmico sin una purificacion exhaustiva, el
valor de esta relacion puede ser menor.

Examen electroforético

Dado a que la cuantificaciéon del ADN por espectrofotometria no es del todo
exacta debido a que ademds se cuantifica ARN, también cuantificamos ¥y
evaluamos pureza de ADN por electroforesis en gel de agarosa al 1%. La muestra
se diluye en alicuotas de varias proporciones que se corren junto con un ADN
patron de concentracion conocida en un gel de agarosa y se tinen con bromuro de
etidio. El gel tefido se ve con una ldmpara de luz ultravwleta la cual hace
fluorecer a las moléculas de ADN.

La concentracién se evalia en base a lo amplio y fluorescente de las bandas de

ADN en relacion al patrén; en tanto que lo definido de la banda, nos proporciona
informacion acerca de lo puro que puede estar un ADN,
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Examen biologico

Este se realizo con enzimas de restriccion. El hecho de que las enzimas corten
bien un ADN es indicativo de que éste presenta un aceptable grado de limpieza.
Este examen del ADN es el que mds importancia reviste para nuestro interés.

DIGESTIONES.

Una vez ya con el ADN genémico limpio, se procedié a su digestion con
diferentes enzimas de restriccién. Se utilizaron las enzimas EcoRl, BamHl y Hind
II1, solas y en combinacién, poniéndose en cada ensayo de digestion alrededor de
10 pg de ADN. Para las digestiones con EcoRI se utilizé el buffer H y para las
demads digestiones el buffer B de la compaiia Bohehringer (Alemania).

Se prepararon las digestiones segiin la formula general de la siguiente mezcla
de reaccién:

7 upl agua

10 ul sol. ADN ( aprox. 10ug)

2 pl buffer H6 B '

1 pl enzima. 10 unidades (EcoRl, BamHI, Hindlll, EcoRY/Bam/HI, Eco/HindIll,
HindI1l/BamHl)

20ul total se probaron tiempos de incubaciéon desde 8-48 hrs.

6.3.- SOUTHERN BLOT

Este proceso es llamada asi en honor de EM. Southern quién desarrolié
inicialmente estd técnica (Southern, 1975). Consta de 4 pasos principales:
corrimiento electroforético, transferencia, hibridacion, y autorradiografia.

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO

Para lograr mayor separaciéon de los fragmentos de ADN digeridos se aplicé
un gel de agarosa blando (.7%) largo (25 cm. de longitud) y a poca velocidad de
corrimiento (50- 60 V).

TRANSFERENCIA

Para efectuar la hibridacion de un ADN, antes es necesario desnaturalizarlo,
para que las cadenas sencillas puedan hibridar con la sonda. Ademas puesto que la
hibridacién no la realizamos directamente en el gel, fue necesario transferirlo a un
soporte fijo y flexible come una membrana de nitrocelulosa o nylon.
A continuacion se describe el procedimiento descrito por Denise Pollard-Knight
(1990) con el que obtuvimos mejores resultados:

1) Después de la electroforesis, sumergir el gel {basta con que se cubra) en la
solucion de despurinaciéon (250 mM HCI) en un recipiente adecuado y agitar
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por 15 minutos. El colorante azul de bromofenol con el que se corrio la
muestra se torna amarillo en este paso.

2) Lavar 3 veces con agua destilada.

3)

4)
5)

6)

7)

8

9)
10)

11)

13)

14)

Agregar al recipiente con el gel la solucién de desnaturalizacion (1.5 M NaCl,
0.5 M NaOH) y agitar hasta que el colorante de bromofenol se haya tornado
de nuevo a color azul(en aproximadamente 5 minutos), y entonces agitar por
15 minutos mis.

-Lavar 3 veces con agua destilada.

Agregar la solucién de neutralizaciéon ( 1.5 M NaCL0.5 M tris HCl pH 7.5)
hasta cubrir el gel. Agitar por 15 minutos,

Reemplazar la solucion de neutralizacion y agregar nuevamente solucion fresca.
Agitar por 15 minutos.

Enjuagar con SSC 20X (0.3 M Citrato de sodio, NaCl 3.0 M).

En un recipiente rectangular de unos 15 ecm de ancho, 25 cm de largo y 4 cm
de alto; agregar aproximadamente 500 ml de SSC 20X. Colocar un vidrio u
otro objeto de superficie plana a manera de plataforma de soporte sobre el
recipiente.

Cortar dos rectangulos de papel filtro (por ejemplo de Watinan 3 MM) y uno
de la membrana de nitrocelulosa o nylon del tamano de las medidas del gel.

La membrana debe dejarse saturar en la solucion SSC 20X por lo menos 10
minutos. Los filtros se humedecen en la misma solucién.

Colocar sobre la tira de papel filtro los anteriores elementos en el siguiente
orden: una pieza de papel filtro, gel, membrana, la otra pieza de papel filtro.
Durante este procedimiento se debe cuidar no dejar burbujas entre una y otra
capa.

Poner sobre el dltimo filtro, una pila de unos 15 cm de papel absorbente y
colocar un objeto pesado sobre ella.

Dejar por lo menos durante 4 hrs. Durante este tiempo el ADN
desnaturalizado pasa por capilaridad hacia la membrana en la cual se retiene.

después de la transferencia tefiir el gel con bromuro de etidio y observarlo con
luz ultravioleta (UV) para verificar que la transferencia se llevé a cabo.

d
(L)



15) Finalmente, se fija covalentemente el ADN sobre la membrana utilizando
horneado con vacio a 85°C durante 2 hrs o de preferencia fijado en un horno
de luz UV durante 24 segundos para nitrocelulosa o 12 segundos para nylon,
En el caso de la fijacion con luz UV, se debe de humedecer ligeramente la
membrana colocindola en un filtro mojado con SSC 20X y colocar hacia
arriba el lado de la membrana que estuvo en contacto con el gel.

HIBRIDACION

El ADN desnaturalizado es puesto a hibridar con la sonda detectora la cual es
marcada radiactivamente. En nuestros experimentos se utilizo como templado ADN
genémico y como sonda detectora el ADNc de la clona Cnl21. Este procedimiento,
a la vez lo podemos dividir en los siguientes pasos: marcaje de sonda,
prehibridacion e hibridacién.

Marcaje radiactivo

Para el marcaje radiactivo utilizamos dos técnicas, Nick traslation o traslape
de muesca y Ramdom primer extension o0 extension por pegado al azar de
oligonucleodtidos (primers).

En Ja primera técnica se aprovecha la capacidad de la ADN polimerasa 1 de
E. coli para eliminar nucleétidos del extremo 5°-P, y reemplazarlos por nucleétidos
radiactivos en el extremo 3’- OH de una mella 0 muesca hecha previamente por
una ADNasa en el ADN femplado de la soda.

La técnica del Ramdom primer extension fue la que mejor resultado nos dio y
por lo tanto la que mas utilizamos. Su principio se basa en el pegado al azar de
una mezcla de oligonucleotidos de 6 bases (hexameros) al ADN templado de la
sonda. La enzima Klenow toma como primer a estos hexameros y va incorporando
desoxinucleétidos trifosfatados (ANTPs) en la cadena complementaria del templado.
De estos dNTPs la desoxicitocina trifosfatada (dCTP) estd marcada radiactivamente
con P¥, En nuestros experimentos usamos los reactivos de la compaiiia Dupond
(Boston Ma.). La formula general de la mezcla de reaccién es la siguiente:

AJUA .ttt ittt ii e ane s 2 U1
ADN* (sonda) ........cue.n. 5 ul (30 ng)
BUffeL. it iiieiannnn. 4 ul 1
Mezcla nucledtidos........ 4 i
e (O e 4 U1 (40 pe)
Klenow.....oiieeviiinuen.s 1 pr

20 pl total.

* Es muy importante hervir el ADN para desnaturalizarlo v conservarlo en hielo hasta que se le agrega la
enzima,



Se incuba esta mezcla de reaccién a temperatura ambiente 3 hrs-8hrs. Se para la
reaccion agregando 4 i de EDTA 25 M .

Prehibridacion

Este procedimiento es para bloquear sitios inespecificos con ADN heterologo
{Denhardt, D.T., 1966). El procedimiento consta de los siguientes pasos:

1) Se mete la membrana con el ADN fijado en una bolsa de pldstico y se sella.

2) Se hace un corte en una de las esquinas de la bolsa y se introduce suficiente
solucion SSC 6X para lavar la membrana.

3) Se tira la solucién de SSC 6X y se introduce por el mismo orificio la solucion
de hibridacién, que se prepard segin la formula:

Denhardt’s* ......... 5X

SSC i e e 5X

BDN TTS**.....ivuennn. 100 pg/ml
formamida......oo..... 50%

* Polivinilpirrolidona, ficol y albumina 2% c/u = Denhardth’s 100X
** ADN de timo de ternera sonicado.

La prehibridacion se deja por lo menos 2 hr. En nuestro caso se dejo de 2-8 hrs. a
42°C.

Hibridacion

Se saca la solucion de prehibridaciéon de la bolsa y se le agrega la de
hibridacién que a su vez tiene la formula: (Denhardt, D.T., 1966)

Denhardth’/s............ 1X

11 O, 5X

SDS e 0.1 %
DNE TTS ovevenrnnnnnnns 100 pg/ml
Formamida....vveeunnn.. 50%

La hibridacién se puede dejar por lo menos durante 2 hrs. Nosotros realizamos las
hibridaciones por lo menos durante 4 hrs a 42°C.



Después de la hibridacién se lavan las membranas con la solucion de lavado (
SSC 6x, 1% SDS y 10% NaP,0,). En esta lavada se variaron tanto la temperatura
(de temperatura ambiente a 65°C), como la concentracién de sal (de SSC 6x se
bajo hasta SSC 1x).

Autorradiografia

La membrana que se lavd es puesta en un casete con una pelicula sensible a
una temperatura de - 70°C por un tiempo que varia principalmente en base a la
cantidad de marca radiactividad detectada después de los lavados. Finalmente, la
pelicula sensible es revelada, obteniendo de esta manera un negativo gue nos
muestra si hay hibridacion, donde la hubo y con que grado de homologia de la
sonda con respecto al ADN templado.

6.4.- EXPERIMENTOS CON PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)

Este método resulté de enorme utilidad para la realizacién de nuestros
objetivos. De manera general, [a amplificacion de un determinado ADN blanco se
realiza en tres tiempos. Estos tiempos se repiten en varios ciclos, logriandose en
cada uno de ellos una amplificacién exponencial de la secuencia blanco (ver
esquema en siguiente pagina).

TIEMPO 1.- Desnaturalizacién. Se somete el ADN a altas temperaturas para abrir
la cadena duplex.

En nuestros experimentos, la temperatura en esta fase fue de 92°C 93°C y el
tiempo de 1 a 1.30 min. Ambas variantes dependen de que tan complejamente este
estructurado el ADN templado que se utilice.

TIEMPO 2.- Alineamiento. Dos oligonucledtidos, cada uno especifico de la
secuencia blanco, se alinean a estas regiones en las cadenas separadas.

La temperatura en esta fase depende principalmente de la Tm (temperatura media
de fusion) de los oligonucleétidos utilizados y de la especificidad que se requiera en
cada experimento. Nosotros utilizamos desde 50°C a 60°C y tiempos de 1-1.30 min.

TIEMPO 3.- Extensién. Una enzima termoestable como puede ser la Taq o Vent
ADN polimerasas (esta iltima con actividad correctora exonucleasa 3’-3’) toman a
los oligonucledtidos como primers y los extienden tomando como templado a la
secuencia blanco.

En esta fase utilizamos en todos los experimentos 70°C ¥ un tiempo de 3 min.



ADN templado 1 molécula

secuencia blanco

tiempo 2. Alineamiento

oligo 2
3 < 5
5 3
k) 5
5 > 3
oligo 1
tiempo 3. Extension
3’ ] 5
B 3
3 5
5 3

ciclo 1. producto: 2 moléculas de ADN blanco copiadas.

3 5
Bmmem e >3
5 : 3
' 5
3 5
B mmem e >3
5 3
3 e es 5 ciclo 3.

ciclo 2. producto: 4 moléculas de ADN blanco copiadas
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A continuacién, presento las estrategias y condiciones particulares de los
diferentes PCRs realizados en los cuales se utilizaron reactivos de la compaiiia
Perkin Elmer Cetus (Norwalk CT).

1) PCR PARA AMPLIFICAR LA REGION GENOMICA CORRESPONDIENTE
AL ADNc DE LA CLONA 121 (PCRs N-C GENOMICO)

En base a la secuencia conocida del ADNc del ARN de la clona Cnl2l, nos
propusimos buscar y amplificar Ia region gendémica que la transcribe. Para ello
disefamos dos oligonucledtidos que denominamos C (carboxilo) y N (amino) por
corresponder a los extremos del ARN que codificarian para regiones situados en
estos extremos en un pollpeptldo En la figura 13, se muestran la secuencia de
estos oligonucledtidos y la region a Ia cual corresponden dentro del ADNc de Ia
Cni21.

Los experimentos realizados para obtener la region genémica de la Cni2l
(PCRs N-C GENOMICQO) se realizaron en dos grupos. En un grupo se manejo
como variante la cantidad de ADN templado (PCR N-C GENOMICO 50) y en el
otro la temperatura de alineacion de los oligonucledtidos (PCR N-C GENOMICO
55).

A} PCR N-C GENOMICO 50.

En este PCR inicial para tratar de amplificar la region gendémica de la Cn
121, se utiliz6 como variante la cantidad de ADN templado. Se puso en un caso .5
ug y en otro 10 veces mas (5 pg). A continuacion se presenta el protocolo seguido.

1) Primeramente se calculé Ia Tm para los oligonucledtidos para poder determinar
la temperatura de alineacién que podiamos emplear mediante ia formuia:

Tm= 81.5 - 16.6 log (M) + 041 (% G-C) - 500/n (Sambrook et al, 1989).
Molecular Cloning: a laboratory

Donde: 81.5, 16.6 y 0.41 son constantes.

M = La molaridad de las sales del Buffer (para el buffer Perkin Elmer
Cetus = 0.05 M)

(% G-C) = Porcentaje de guaninas y citocinas en el oligo.
n = Tamarno de la sonda.

El cdlculo de la Tm para el oligo N fue de 50°C y para el C de 52°C.



Lvs Glu Gly Tyr Leu Val Ser Asn Ser Arg Asn Tyr Leu Leu Gly”
AAA GAR GGT TAT CTG GTA AGC
5 66
Ser Ser Leu Cys Ile Arg Tyr Arg Ser Leu Gly Phe Phe Pro Ile™

Ala Gly Asn Arg Tyr -Leu Gln Pro Val Leu Leu Gli Lys Asn Gln'™
Gly Cvs Asp Asn Glu Cys Lys Ala Lys Asn Gln Gly Gly Ser Tyr
Glv Tir Cys Tyr Ala Phe Ala Cys Trp Cys Glu Gly Leu Pro Glu™

Ser &la Pro Thr Tyr Pro Leu Pro Asn Lys Ser Cys Ser Lys Lys

Tia TGGCAACGAG TGTTTATTGT CTACCAACAG AAATATTGTA ACGCTTCTTA *

257
ATTGCAGTT Extremo 3’= 39 pb tamafio total ADNc = 416 pb.
377
K E G Y L ‘v s
Lvs Glu Gly Tyr Leu Val Ser
AAA GAA GGT TAT CTG GTA AGC OLIGO N (directo)

AAC TGC AAT TAR GAR GCG TTA OLIGO C (inverso)

FIGURA # 13.- Diseiio de los oligonucledtidos C y N (21 meros) utilizados para la
amplificacién de la region gendmica del ADNc¢ de la clona Cnl2l. Se muestra la
secuencia de aminoacidos (inferida de la de nuclegtidos, aiin no publicada) de la zona
que corresponderia a lu region codificadora del ADN¢ de la clona Cnl2l, La region
correspondiente al extremo 5'es de 45 pb y la del extremo 3° de 39 pb (no
mosiradas). La secuencia nucledtidica de la region que corresponderia al amino
terminal ufilizada para el disefio del oligonuciedtido N v la secuencia correspondiente
al oligonucledtido C, hacia el extremo 3°, se muesiran remarcadas y doblemente
subrayadas. El oligonucledtido N, abarca de la posicion 46-66; el oligonucledtido C
inverso, de la 357-377. El tamario total del ADNc es de 416 pb; mientras que la
region que abarca desde el inicio del oligo N al final del C, es de 332 pb.



2) Se prepar6 las mezclas de reaccién para los dos PCR

Mezcla de reaccién I Volumen
Concentracién
AQUA vt e it et eetonnenenasseneennns 68.0 pl
Buffer de reaccidn (10X) .......... 10.0 pl
Mezcla dANTP .. iiiiniiiiinnnnnnnnns 16.0 ¥ .. 1.25 mM c/u
Oligo N .......... et 1.5 p1 .. 225 ng
L 3 e o 1.5 1 .. 225 ng
ADN templado gendmico* ............ 2.0 p1 .. 500 ng
Tag POlimerasad .....eeeuweecenennnns 1.0 u1 .. 50U

100 pl
*En la mezcla de reaccion 1l solo se modifica la idad de ADN gendmico a 5 pg.

3) Se corri6 el PCR con las siguientes condiciones:

Tiempo 1.- Desnaturalizaciéon. 92°C. 1 minuto.
Tiempo 2.- Alineamiento. 50°C. 1.30 minutos.
Tiempo 3.- Extension. 70°C. 3 minutos.

En los demas experimentos, las mezclas de reaccibn solo varian en las
concentraciones de oligonucleétidos y ADN templados. En las condiciones de
corrido, se conservan igual los tiempos 1 y 3; mientras que en el alineamiento, el
tiempo pasa en todos a 1 minuto y varia la temperatura.

B) PCR N-C GENOMICO 55
En este experimento se realizo con 5 pg de ADN templado y se vari6 la
temperatura de alineacién de 50°C del experimento anterior, a 55°C.

2) PCR PARA AMPLIFICAR EL ADNc DE LA CLONA Cnl21 (PCR N-C
BANCO) ’

Este experimento se realizé con dos propdsitos principales. Por una parte se
quiso amplificar la misma region que se amplificé en el ADN genémico para ver la
diferencias que pudieran existir entre el ARN mensajero y la regién genémica de
la Cnl2l. De esta manera, se podria encontrar informacion sobre la posible
existencia de intrones dentro de la version genomica. Por otro lado, como se uso
un oligo (N) que tiene una region altamente conservada, se podrian amplificar los
ADNc de otros genes parecidos que tuvieran los mismos extremos que la Cnl21 o,
versiones que pudieran existir de la misma Cnl2l en diferentes etapas de
procesamiento. Se utilizaron 210 ng de ADN del banco y se corrio el PCR con
50°C de temperatura de alineaciéon. Las demads condiciones se conservaron igual
que en los anteriores experimentos. La estrategia y modelo predictivo de este PCR
se muestra en la figura 21 (pdgina 62).
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7-RESULTADOS

7.1.- EXTRACCION Y PURIFICACION DEL ADN GENOMICO

Se realizaron varios experimentos segiin el protocolo descrito con 2.5, 5.0, 7.5
y 10.0 g de alacrdn. Se observé que el ADN estaba integro en 2.5 y 5 grs. En
cambio con 7.5 y 10 grs se observo que el ADN se degradaba. (ver figura 14)

El ADN asi extraido mostré un anormal color rojizo y no se logré digerir.
Esta coloracion es al parecer causada por un carbohidrato de la cuticula de
alacran de bajo peso molecular y positivamente cargado, el cual al interaccionar
fuertemente con el ADN, impide el acceso de las enzimas de restriccion. Después
de realizarle repetidas extracciones fenol-cloroformo sin lograr quitarle este
pigmento rojizo, se decidié utilizar una columna de agarosa para filiracion
molecular; pretendiendo asi separar el ADN del pigmento mediante sus diferencias
en el peso. De esta manera, se esperaba saldrian primero las moléculas mas
grandes y pesadas como el ADN y se retrasarian las mas pequehas y menos

pesadas como el colorante.

Al realizar este experimento, se colectaron fracciones de 500 pl. Los acidos
nucleicos, salieron desde la alicuota 7 hasta la 10, es decir, a partir de 3.5 hasta §
ml de buffer eluido. El colorante empezé a salir a partir de la fraccion 15 (a los 7
m! de buffer eluido). Mediante el examen electroforético se comprobé que en la
muestra 7 se encontraba exclusivamente ADN, y en la 8§ y la 9 aparecia y se
incrementaba respectivamente, la presencia de ARN. El rendimiento promedio
obtenido fue de alrededor de 30 pg de ADN gendémico limpio por gramo de cuerpo
de alacran.

Se observé un mayor incremento en el rendimiento de ADN en los
experimentos en los cuales se incrementé la concentracion de NaCl a 0.75 M con
respecto de .5 M del buffer normal.

La pureza de este ADN se corroboré tanto por un examen electroforético, en
donde se muestra una banda definida de alto peso molecular (ver figura 15), como
por su digestion con enzimas de restriccion. La relacion de densidad o6ptica del
ADN genémico pasado por la columna a las lecturas de 260/280 nm fue de 1.4,
este valor lo podemos considerar como aceptable considerando que se trata de
ADN genomico de eucariote, sin una purificacion exhaustiva.



FIGURA # 14.- ADN genomico del alacrin C. noxius extraido de diferentes
cantidades de cuerpo de alacrin. Se emplearon en todos los ensayos cantidades
semejantes de la mezcla de extraccion (descrita en el texto). En el carril 1, con 2.5 g;
en el carril 2, 5.0 g; en el carril 3, 7.5 g y en el carril 4, 10.0 g. Obsérvese en los
carriles 1y 2 el ADN integro en forma de una banda definida en la parte superior y
en los carriles 3 y 4 el ADN degradado en forma de un barrido a lo largo del carril.
El ADN gendmico no degradado, debido a su unién a un pigmento, no fue capaz de
ser digerido con enzimas de restriccion.
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FIGURA # 15.- Fracciones de una alicuota de 10 pyg ADN gendmico pasada a través
de una columna de agarosa para filtracion molecular para separar el ADN del
pigmento (condiciones descritas en el texto). Se colectaron 14 fracciones de 500 pl, en
las primeras 6 fracciones colectadas no aparecen dcidos nucléicos. En el carril 1, se
observa la muestra correspondiente a la fraccion 7, en donde aparecen los dcidos
nucleicos de mds alto peso molecular. En esta alicuota y en la 8 (carril 2) solo estd
presente el ADN genomico mas integro, el cual se observa como una banda definida
en la parte superior. En el carril 3, como contraste, se observa una muestra de ADN
genomico que resulto degradado. Del carril 3- 8, se presentan las correspondientes
alicuotas 9-14. Notese como a partir de la alicuota 9 (carril 3) aparece y se
incrementa la cantidad de ARN, el cual aparece en forma de una mancha en la parte
inferior de los carriles. Este ADN gendmico purificado fue capaz de ser digerido con
diferentes enzimas de restriccion.

§2



7.2.-DIGESTIONES DEL ADN GENOMICO

EL ADN gendmico pasado por la columna demostré digerirse en una forma
satisfactoria en 24 hrs de incubacién con todas las enzimas probadas (Eco RI,
BamH]1, Hindlll, EcoRl/BamHI y EcoRVHindlll) Ver figura 16.

7.3.- SOUTHERN ADN GENOMICO DIGERIDO.

Las autorradiografias realizadas con la hibridaciéon de la clona Cnl21 con el
ADN genémico, con el fin de obtener alguna informacion acerca del tamafio y
mimero probable de copias del gen de la Cnl121, dieron los siguientes resultados:

Cuando la membrana hibridada se lava a temperatura ambiente durante 10
minutos (SSC 6X, formamida 50%), en la digestion con EcoRI se observa una
banda fuertemente marcada de aproximadamente 750 pb y otra mds tenue de
alrededor de 18 kb. En cambio, en las digestiones con BamHI y HindlIl se nota
una banda muy marcada de 18 kb, pero no la de 750 pb. En las digestiones
combinadas EcoRl/BamHI,  EcoRI/HindIll, se observa que se conserva la banda de
alrededor de 750 pb y desaparece la banda de 18 kb. Ademds en estas digestiones
se observan cuando menos 2 bandas mds tenues entre los 15 y 17 kb (ver figura #
174 ). -

Por otro lado, se observé que si a esta membrana se le da un lavado
incrementando la temperatura a 55°C, las bandas tenues continiian, pero si se llega
"a 65°C, estas bandas desaparecen y solo queda en EcoRI, EcoRl/BamHI y EcoRl/
HindIll la banda de airededor de 750 pb y en BamHI y Hindll la banda de
aproximadamente 18 kb (ver figura 17B).



FIGURA # 16 .- Digestiones totales de ADN genémico del alacrédn C. noxius. En
cada muestra se digirieron 10 pg de ADN genémico con 10 unidades de enzima.
En el carril 1, se muestra la digestibn con la enzima EcoRI; en el carril 2,
BamHl; carril 3, HindIll; carril 4, EcoRlI/BamHI; en el carril 5, EcoRVHindIll; en
el carril 6, BamHI/Hindlll y en el carril 7, el marcador de peso molecular lambda
HindII/EcoRL
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FIGURA 17A - Southerns. Autorradiografia de la hibridacién del ADN genémico
digerido, con la sonda del ADNc de la clona Cn 121. La hibridacién se realizé a
una temperatura de 42°C durante 8 horas, mientras que el lavado se llevo a cabo a
temperatura ambiente durante 10 minutos. En el carril 1, se muestra la digestién
con la enzima EcoRI; en el carril 2, BamHI; carril 3, Hindlll; carril
4,EcoRI/BamHI; en el carril 5,EcoRI/HindIIl; en el carril 6, BamHI/HindIll y en el
carril 7, el marcador de peso molecular lambda HdeII/EcoRI

FIGURA 17B.- Autorradiografia de la misma membrana hibridada presentada en
17A. El lavado de la membrana fue realizado en condiciones de mayor astringencia
(65°C durante 10 minutos). Ver interpretacién en el texto.
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7.4.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

A) PCR N-C GENOMICO 50

Para determinar el efecto de la concentracion de templado, se realizaron dos
ensayos con diferentes concentraciones de ADN genémico sin digerir (0.5 y 5 pg).
La reaccion de amplificacion se llevd a cabo utilizando como primers los
oligonucledtidos N y C.

Los resultados muestran, en ambos casos (ver figura 18A), la amplificacién de
fragmentos (visualizados en bandas en el gel) que abarcan desde los 270 a los 1400
pb. De éstas bandas, la de menor tamaiio (de alrededor de 270 pb), es la que se
encuentra en mayor concentracion. Resulta ademds claramente notoria, una mayor
concentracién de los fragmentos amplificados en el PCR realizado con 5 pg de
templado (aproximadamente 14 pg de producto total), en relacion con el que se
realizé con 0.5 ug (10 pg de producto total).

La hibridacién realizada a los productos de estos PCR usando como sonda el
ADNc de la clona Cnl21 muestra (ver figura 18B), que a alta astringencia (lavado
10 minutos 50°C, SSC 6X, 50% formamida), solo hibridan Ja banda de alrededor
de 270 pb y otra mas de 330 pb. Estos resultados parecen indicar que solo los
fragmentos genomicos amplificados que aparecen en estas dos bandas, son los que
comparten mayor homologia con el ADNc de la Cnl21 y que los demds fragmentos
presentes en las bandas de mayor tamano, fueron amplificados inespecificamente o
comparten poca homologia con el ADNc de la Cnl21.

En otros experimentos de PCR realizados con estas mismas condiciones, pero
tomando como templado ADN gendmico digerido (EcoRI), se demostré que se
amplifican menos fragmentos de forma inespecifica, en relacion a cuando se toma
como templado ADN gendmico sin digerir (Figura 19).
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FIGURA 18A.- PCR N-C GENOMICO 50. PCR realizado con los oligonucleétides
N y C a 50°C de alineamiento. Se tom6 como variable la concentracién de
templado, realizindose dos ensayos con 0.5 y 5 pug de ADN genémico sin digerir.
En el carril 1, se observa el marcador pBR 322 Tagl; en los carriles 2 y 3 se
presentan los productos de la amplificacion (5 de 100 pl) con 0.5 y 5 pg de ADN
genémico respectivamente. Notese como se observa una mayor amplificacién de las
bandas en el ensayo con 5 pg de ADN genémico, en relacion con el que se realizé
con 0.5 pg. Obsérvese que la banda de menor tamaifo (alrededor de 270 pb), es la
de mayor concentracién.

FIGURA 18B.- Southern realizado con los productos del PCR N-C GENOMICO
50. El gel se transfirié, hibridé (utilizando como sonda del ADNc Cnl2l) y se lavé
a alta astringencia (10 minutos, 50°C, SSC 6X, 50% formamida). En el carril 1, no
se observa que hibrida el marcador pBR 322 Tagl; en los carriles 2 y 3, se
observa que hibridan especificamente con la sonda las 2 primeras bandas de
alrededor de 270 y 330 pb.
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FIGURA 19.- Efecto del empleo de ADN genémico digeride como templado en la
amplificacion de bandas por PCR. En el carril 1, se observa un fragmento de PCR
de 500 pb usado como control y como marcador de peso molecular. En el carril 2,
se muestra 5 de 100 p! del volumen del PCR realizado con 5 png de ADN genémico
digerido. En el carril 3, como comparacién, se muestra el producto del PCR N-C
GENOMICO 55 (mostrado en la figura 20, carril 3). Nétese que en este PCR se
amplifican menos bandas inespecificas que cuando se utiliza ADN genémico sin
digerir. :
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B) PCR GENOMICO N-C 55

En esta amplificacion se tom6 como variable la temperatura de alineacién de
los oligonucledtidos, pasando de 50°C del PCR N-C GENOMICO 50, a 55°C en
este experimento. Se conservo, al igual que el experimento anterior, la cantidad de
ADN genémico templado; realizando un ensayo con 0.5 pug y otro con S ng de
ADN genémico sin digerir. La temperatura de alineamiento en que se realizé este
PCR fue cercana a la Tm de los oligonucledtidos, por lo que se esperaba
incrementar la especificidad de la amplificacion.

En este PCR se obtuvo como resultado la amplificacion de una solo banda
visible de alrededor de 270 pb la cual corresponde con el tamafio de la banda de
mayor concentracién del PCR realizado a 50°C. Con mas claridad en el
experimento anterior, resulto notorio que la amplificacion realizada con 5 pg de
ADN gendémico sin digerir, es apreciablemente mayor, en relacion con la que se
realizé con 0.5 ug (ver Figura 20). De esta manera, en el ensayo con 0.5 nug de
ADN genémico templado sin digerir, se obtuvieron alrededor de 0.15 pg del
producto especifico amplificado, en tanto que con 5 1g se obtienen cerca de 1.5 pg.
Por lo tanto, resulta evidente, que aunque a esta temperatura de alineamiento se
amplifican mas especificamente las regiones genémicas de mayor homologia con el
ADNc de la clona Cnl21, también se obtiene menos producto amplificado.

Una alicuota (10 de 100 pi) del PCR realizade con 5 pg de templado, se
reamplificé con una temperatura de alineamiento de 50°C. En esta reamplificacion,
se logré observar ademas de la banda de 270 pb, una banda mas tenue de
alrededor de 330 pb. El producto total de este PCR fue superior a 10 ug, por lo
que se mostrd, que si bien en un PCR realizado a 55°C se obtiene un producto
especifico, pero en poca concentracién; si se realiza una reamplificacion a 50°C, se
puede obtener una concentracién varias veces mayor ( de 1.5 pg a 10 pg).

Es importante seialar, que los fragmentos gendmicos de esta banda de
alrededor de 330 pb, corresponden en tamaiio a la region del ADNc de la clona
Cnl2l que comprende desde las secuencias de los oligonucleétidos N al C (ver
figura 13 y 21 y 22A). Por lo tanto, estos resultados sugieren que la banda de 330
pb parece ser la version genémica del ADNc de la Cnl2l, la cual cuando menos en
esta region amplificada, tendria un tamano similar a su transcrito.

La mayor intensidad de la banda de 270 pb se puede explicar asumiendo la
existencia de varias versiones de genes que comparten las secuencias de los oligos
N y C y un tamano similar. Estos genes tendrian, entre las secuencias de ambos
oligonucleétidos, alrededor de 60 pb menos que el ADNc de la clona Cnl2l. Asi
mismo, estos genes (como lo demuestran Jas autorradiografias), tendrian en esta
zona ufna region de apreciable homologia con el ADNc de la Cnl21.
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376pb
' 270 pb
250 pb

FIGURA 20.- PCR N-C GENOMICO 55.- Efecto de la temperatura de alineamiento de los
oligonucledtidos sobre la especificidad y cantidad del producto amplificado. Experimento
realizado con los oliges N y C utilizando como templado ADN genémico sin digerir. En este
PCR la temperatura de alineamiento de los oligos fue de 55°C, a diferencia del PCR N-C
GENOMICO 50, en el cunal esta temperatura fue de 50°C (figura 18A). En los carriles 1 y 4 se
observan dos fragmentos amplificados de PCR usados como marcadores, de 376 y 250 pb
respectivamente. En los carriles 2 y 3, se observan 10 de 100 pl del volumen total de los
ensayos realizados con 0.5 pg (carril 2) y 5 ug (carril 3) de ADN genémico templado. En el
carril 5, se muestra como comparacién (control), una alicuota (5 de 100 pl) del producto del
PCR N-C 50. ' )

Obsérvese las diferencias en la amplificacién de bandas entre e PCR C-N GENOMICO
50, en donde se ven miiltiples bandas, en contraste con el PCR N-C GENOMICO 55, en donde
solo se observa una banda de alrededor de 270 pb. (cuando se reamplifica el producto de este
PCR, puede apreciarse una banda mis de alrededor de 330 pb. Figura 22A). Puesto que con
excepcién de las bandas de alrededor de 270 y 330 pb del PCR C-N GENOMICO 50, las
demds bandas resultaron inespecificas (ver figura 18B) y dado que en este PCR realizado a
 55°C, solo se amplifican las bandas especificas de 270 y 330 pb (ver figura 22B), es claro el
efecto de la temperatura de alineamiento de los oligonucleftidos en la especificidad de los
productos amplificados. Asi mismo, se puede notar que al elevar la temperatura de
alineamiento, hay en general una menor concentracién de los fragmentos amplificados. En este
experimento, fue evidente una mayor concentracién de los fragmentos amplificados utilizando 5§
ug de templado (1.5 pg de producto), en relacién a cuando se uso 0.5 ug (0.15 pg de producto).
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PCR N-C BANCO

Este PCR se realizé a 50°C de alineamiento, con los mismos oligonucleotidos
usados para amplificar la region genomica de la Cnl2l, pero en vez de usar como
templado ADN genomico, se usé el banco de ADNc de C. noxius. Con este PCR se
pretendia amplificar un fragmento de 332 pb que teéricamente tendria que
amplificarse con estos oligos en el ADNc de la Cnl21 (ver figura 13 y modelo
predictivo en figura 21). De esta forma, al comparar este fragmento con las bandas
de alrededor de 270 y 330 pb obtenidos en los anteriores PCRs, se esperaba
encontrar informacion que corroborara los datos obtenidos.

En este PCR se obtuvo como resultado una banda fuertemente amplificada de
alrededor de 270 pb y otra mas tenue de alrededor de 330 pb, es decir, se obtuvo
un producto similar a el obtenido en la reamplificacion del PCR realizado a 55°C
de alineamiento (ver figura 20). Por lo tanto, se presume que la banda de
alrededor de 330 pb de este PCR corresponde, como se esperaba, a la region
amplificada desde las secuencias de los oligo N al C del ADNc de la Cnl2l. De
igual manera, en la banda de mayor concentracion de alrededor de 270 pb, al
parecer se amplificaron fragmentos de otros ADNc que contienen las secuencias de
los oligos N y C, pero tienen alrededor de 60 pb menos que el ADNc de la clona
Cnl2l. Estos fragmentes de ADNc amplificados, corresponden en tamano e
intensidad con las regiones gendmicas presentes en la banda de alrededor de 270
pb de los PCR realizados con ADN genémico como templado.

Puesto que los tamanos de las bandas de alrededor de 270 y 330 pb, son
similares tanto en los PCRs realizados con ADN genémico de cuerpo de alacram,
como en los realizados con ADNc del banco; se deduce que tanto el gen de la
Cnlll, como los demas genes amplificados, se transcriben en productos de
tamafios similares a sus regiones gendmicas y por lo tanto, esto sugiere fuertemente
que no existen intrones cuando menos en la region que abarca desde las secuencias
de los oligonucledtidos N al C (los cuales comprenden toda la region codificable del
gen que expresa a las toxinas maduras).

Hibridaciones realizadas a los productos de este PCR y de los PCR N-C
GENOMICO (30 y 55), muestran en ambos casos, que las bandas de alrededor de
270 y 330 pb hibridan fuertemente tanto con la sonda de la clona Cnl21, como
con la Cnlll (figuras 19B y 21B). En estos experimentos es noiorio, que aungue
la banda de alrededor de 270 pb se encuentra en una concentracion mucho mayor
que la de 330 pb; en las autorradiografias se observa que con ésta dltima se
obtiene una senal proporcionalmente mayor. Esto evidencia una mayor homologia
de la banda de alrededor de 330, con respecto a la de 270, con la clona Cnl21 y
Cnlll. :
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FIGURA 21.- Modelo predictivo para el PCR N-~C Banco diseiiado para amplificar la region que va de le
secuencia del oligonucledtido N al C del ADNc de la clona Cnl2l. En este PCR rwmbién se espera que se
amplifiguen todas las regiones de los ADNc del banco que contengan las secuencias de los oligonuciedtidios N y
C. En la parte superior se muesira un esquema de la region del fago lambda gill. Entre los brazos derecho e
izquierdo del fago, se encuadra la region que codifica para el gen de la f§ galactosidasa (Lacy), dentro de la
secuencia de este gen, se encuentra el sitio de EcoRI en donde se clonaron los insertos de ADNc del banco.

En la parte inferior se presenta un modelo de la region del fago lambda gt1l con un inserto clonado (en
este caso el ADNc de la clona Cni2l ). La regidn oscura de la paric ceniral del esquema represenia el inserto
clonado; dentro de esia region, las partes con puntos blancos a ambos extremos, simbolizan las regiones que
codificarian para las regiones amino (N) y carboxilo (C) de la cudena polipéptidica de una posible toxina. A
ambos exiremos de la region oscura (inserio), se representa (en blanco) la zona que corresponderia a la
secuencia del adapiador con un sitio de EcoRI (25 pb). A los extremos del esquema, se representa con ravas las
secuencias usadas para el diseiio de los oligonucledtidos universales 1218 Derecho y 1222 izquierdo (24 pbj ¥
con puntos, la zona del gen de fi galaciosidasa (12 pb) que hay emre el adapudor y la secuencia de los
oligonucledtidos (estos oligonucledtidos universales se utilizan para amplificar cualquier inserto clonedo en el
Jago lambda gill). Las flechas muestran las secuencias de los oligonucledtidos denominados N y C de 21 pb
(que empiezan a partir de los extremos de las regiones N y C, respectivamente) usados parc la busqueda ¥
amnplificacion del ADNc de la clona Cni2l y genes relucionados. En este PCR se espera amplificar para el
ADNc de la Cn 121, un producto de 332 pb, puesto que es esta la distancia comprendida entre las secuencigs de
ambos oligonucledtidos.
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FIGURA 22A.- PCR realizado con los oligos N y C utilizando como templado los
ADNc del banco de C. noxius (PCR N-C BANCO). En este PCR se utiliz6 una
temperatura de alineamiento de 50°C y condiciones similares a los anteriores PCRs.
En el carril 1, se observa el productc de una reamplificacion del PCR N-C
GENOMICO 55; en el carril 2, se muestra el PCR N-C BANCO. Obsérvese como
muestran un patrén de bandas similar los PCRs realizados con los oligos N y C,
cuando se usa como templado ADN genémlco (carril 1) y cuando se utiliza como
templado el banco de ADNc (carril 2).

FIGURA 22B.- Southern de los productos de PCR presentados en 22A. La
hibridacién se realiz6 usando como sonda el ADNc de la clona Cnlll. Se muestra
que hay hibridacién a alta astringencia (10 minutos, 55°C, SSC 6X, 50%
formamida) de las dos bandas de alrededor de 270 y 330 de los PCR N-C
GENOMICO (carril 1) y PCR N-C BANCO (carril 2).
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8.-DISCUSION
A continuacién se discutira los resultados de los experimentos realizados:

Extraccion.purificacion v digestion del ADN gendémico

En Ia extraccion del ADN genémico se experimenté variando la concentracion
de gramos de alacrian para 30 ml del buffer de extracciéon que incluia una
concentracion de proteinasa K de 500 pg/ml. El hecho de que a concentraciones
menores de 5 grs de cuerpo de alacrin el ADN mostrara estar integro y a
concentraciones mayores a esta cantidad mostrara estar degradado, sugiere que a
concentraciones mayores de 5 grs la cantidad de ADNasas presentes en la mezcla
de extraccion, es mayor que la cantidad de proteinasa K que las degradase; de
esta manera, las ADNasas no digeridas serian ias causantes de la degradacién del
ADN.

Durante la purificacion del ADN genémico en la columna de agarosa para
filtracion molecular se observé que a concentraciones de Nacl de 0.75 M el
rendimiento del ADN recobrado es mayor que el que se obtiene con la
concentracion de .5 M del buffer agarosa A 50 del protocolo normal.

El modelo teérico que seguimos para realizar este experimento, el cual a su
vez explicaria estos resultados, se basa en la hipotesis de que el pigmento
observado que se pega al ADN e impide su digestién, es un carbohidrato de bajo
peso molecular y de carga positiva. Este pigmento interactuaria con las cargas
negativas del ADN estableciendo una fuerte unién electrostatica, lo cual a su vez
impediria el acceso de las enzimas de restriccion. Si se somete a estas dos
moléculas unidas, a la influencia de una alta fuerza idmica, las interacciones
electrostiticas bajan y entonces es posible su separacion por diferencias en su
tamano y peso molecular, Esto podria explicar porque a una mayor concentracion
iénica del buffer, resulté una mayor cantidad de ADN limpio recobrado.

Southern

Los resultados de los Souherns realizados con el ADN genémico digerido con
enzimas de restriccion como templado y como sonda el ADNc de la clona Cnl2i,
indican que el gen de la Cnl21 se encuentra en un fragmento de 18 kb cuando el
ADN genomico se digiere con BamHI 6 Hindlll. De este fragmento de 18 kb, por
cortes internos de EcoRI, se libera un fragmento de aproximadamente 750 pb; el
cual parece contener, total o en su mayor parte, el gen de la Cnl21.

En base a estos datos, podemos sugerir tres hipétesis para intentar explicar la

organizacion gendémica del gen de la Cnl2l, las cuales no pretenden en forma
alguna ser conclusivas.
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1) El gen de la Cnl121 se encontraria incluido dentro del fragmento de 18 kb como
se deduce de las digestiones de BamHl y HindIll, en donde solo se observa un
fragmento principal de 18 kb. Cuando se corta con EcoRl, se libera un fragmento
interno de 750 pb, como lo sugieren las digestiones combinadas EcoRl/BamHI y
EcoRU/Hindlll, en donde se observa que se eliminé el fragmento de 18 kb y
aparecen la banda de alrededor de 750 pb. Este fragmento de + 750 pb contendria
el gen de la Cnl21 completo, por lo tanto, este gen tendria un tamaho menor a
750 pb. (v un tamaio no menor a 416 pb, ya que es este el tamafio del ARNm).
De ser esto cierto, la presencia de la banda tenue de airededor de 18 kb con Eco
RI, podria sugerir que la Sonda de la Cnl21 hibridé con genes parecidos pere no
iguales al gen de la Cnl2l, lo cual a la vez seria una posible evidencia de la
existencia de una familia de genes de toxinas, los cuales se encontrarian en una
misma region del genoma y tendrian secuencias muy similares (carril 1, figura
17A).

2) Una segunda posibilidad para tratar de explicar los resultados de estas
hibridaciones, parte también de la base de que el gen de la Cnl21 se encuenira en
el fragmento de 18 kb, y de que de este fragmento de 18 kb se libera con Eco RI
un fragmento de 750 pb, solo que este no contendria completo al gen de la Cnl121
pero si la mayor parte de él. Esto también podria explicar el hecho de que en las
digestiones combinadas EcoRI/BamHI y EcoRVHindlll, se observe la eliminacion
de la banda de 18 kb y la aparicion de dos bandas tenues por arriba de 15 kb
(figura 17A carril 4), junto con la banda fuerte de + 750 pb. Las bandas tenues
contendrian una parte minoritaria del gen en alguno de sus extremos, lo que va de
acuerdo con su poca intensidad mostrada en relacién con la banda de + 750 pb.
En esta hipétesis, el gen de la Cn 121 puede tener un tamafio menor o superior a
750 pb. i

Los resultados observados (por el nimero e intensidad de las bandas de
hibridacion) en las tres hipétesis nos permiten suponer: 1) la existencia de una sola
copia en el genoma del alacran Centruroides noxius para el gen de la Cnl21. 2) En
el caso de que el gen-de la Cn 121 estuviese en varias copias, éstas estarian
repetidas una detras de otra, en unidades regulares (tamdem).

Por otra parte, en experimentos semejantes realizados por el grupo de Pierre
E. Bugis y colaboradores (1989) utilizando como sonda el ADNc de la toxina Aa II
del alacrdn norteafricano Androctonus australis Hector, se llega a la conclucién de
que el gen de este alacran tiene un tamafo minimo de 2800 pb y se presenta en
copia unica en el genoma del alacran. Tomando en cuenta la similitud de las
diferentes toxinas de alacrdn, estos datos podrian favorecer la hipétesis de que el
gen de la Cnl21 tuviese un tamario superior a 750 pb.



PCRs

PCR N-C GENOMICO para la amplificacién de la region genémica del ADNc
de la clona Cnl2l.

En este PCR se esperaba, en caso de no haber intrones, amplificar un
fragmento del tamaino que corresponderia a la region del ADNc de la Cnl21 que
va del oligo N al C (332 pb). En caso de existir intrones en esta region, se
esperaba un tamano mayor. Los resultados mostraron una banda intensa de
alrededor de 270 pb y otra mas tenue de alrededor de 330 pb, cabiendo la
posibilidad de que en ambas bandas estén amplificados mas de un fragmento del
mismo tamafo o muy similares. Estos resultados sugieren:

1.- La region genémica entre las secuencias de los oligonucledtidos N y C, se
transcribe como un producto de tamaifio similar al del ADNc de la clona Cnl21, lo
cual podria ser, en primera instancia, indicativo de que en este gen no se
encuentran intrones. Sin embargo, considerando que la Cnl2l tiene una secuencia
adicional de 63 pb a partir de la secuencia conservada que codificaria para el
amino terminal, y que posiblemente esta no sea codificante, no se puede considerar
de manera estricta que en la region genémica amplificada de este gen no existan
intrones, aunque se transcriba en un ADNc de tamafio similar.

2.~ Los Southern en los cuales se hibridé el producto de este PCR con el inserto de
la clona Cnl21, demuestran que las dos bandas amplificadas son homélogas con la
Cnl2l. Esto corrobora la afirmacién de que se logré amplificar especificamente la
region genomica de este gen. .

3.- La banda intensa de 270 pb puede corresponder a la amplificaciéon de varios
genes de tamafo igual ¢ muy semejante (diferentes al de la Cnl21). Esto explicaria
la diferencia tan grande en la amplificacién de una banda con respecto a la otra.

4.- Si bien el ADNc de la clona Cnl2l tiene un tamaio de 332 pb entre las
secuencias de los oligonucleétidos N y C, la mayoria de los ADNc reportados
tienen alrededor de 265 pb en esta misma region, es decir, alrededor de 60 pb
menos que la Cnl21. De esta manera, al parecer la banda de alrededor de 270 pb
observada en estos PCRs corresponde a las regiones genémicas de genes que
comparten las secuencias de los oligonucleétidos N y C, pero tienen alrededor de
60 pb menos que la Cnl21 en esta region.

PCR N-C BANCO para amplificar Ia region del ADNc de la Cnl21 que va del
oligo C al N.

En este PCR se esperaba amplificar un fragmento de 332 pb que es el quec
corresponderia por secuencia desde la region que codlﬁca al oligo N al C.
Los resultados de este PCR muestran una banda intensa de alrcdedor de 270 pb ¥
otra banda mas tenue de alrededor de 330 pb, es decir, presenta un patron similar
al observado en la amplificacion de la region gendmica con estos miSmos
oligonucleétidos.
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El analisis estos resultados nos permite sugerir las siguientes hipétesis para
tratar de explicar estos resultados.

1.- Ei hecho de que con los mismos oligonucie6tidos se amplifique una banda
similar al PCR genémico de airededor de 330 pb, corrobora la idea de que se
amplificé en el PCR N-C GENOMICQ Ia region genémica de la Cnl21.

2.- Como en el PCR N-C GENOMICO, en este PCR también se amplifico una
banda intensa de alrededor de 270 pb. Esta banda puede corresponder a
fragmentos amplificados de los ADNc de toxinas codificadas por los genes
amplificados en el PCR N-C GENOMICO.

3.- Dado que en este PCR realizado con el banco de ADNc se amplifican las dos
bandas de alrededor de 330 y 270 pb obtenidas en el PCR realizado con ADN
gendmico, es evidente que las regiones gendmicas de ambos grupos de genes se
transcriben en ADNc de tamainos similares.

4.- Por lo tanto, dado que e! ADNc de la clona Cnlll, tiene a partir de la
secuencia que corresponderia al amino terminal, alrededor de 60 pb mas que otros
ADNc conocidos de toxinas bloqueadoras de canales de sodio y puesto que son
alrededor de 60 pb las que hay de diferencia entre las dos bandas amplificadas
(270 y 330 pb), al parecer en la banda de 270 pb de este PCR, se encuentran las
versiones de ADNc transcritos de los genes que codifican para la mayoria de las
toxinas bloqueadoras de canales de sodio. Ademds, puesto que las versiones
genomicas y de ADNc son de tamafo similar, al parecer no se encuentran intrones
en estos genes, cuando menos en las regiones que comprenden desde las secuencias
de los oligonuciedtidos N al C, es decir, la zona que comprende toda la region
codificante.

Las respuestas conclusivas para resolver todas las hipétesis planteadas en esta
discusion, probablemente seran dadas al determinarse la secuencia nucleétidica de
estos fragmentos amplificados. Los experimentos realizados durante estos PCR,
sientan las bases para su determinacion en proximos experimentos.
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9.-CONCLUSIONES.
Las conclusiones de esta tesis las podemos enumerar de Ia siguiente manera:

1).- Se monté una metodologia para la extraccion y purificacion del ADN genémico de
alacrdn. Durante estos experimentos resultd claro que en la extraccion del ADN genémico
es importanfe establecer una relacién adecuada entre las ADNasas presentes en los tejido
y la concentracion de proteasas en la mezcia de extraccion. Asi mismo, en los ensayos de
digestion se encontré que el ADN genomico de alacran no se puede digerir directamente
después de la extraccion por la presencia de un pigmento fuertemente unido a el ADN.
Este pigmento puede ser separado del ADN por una coiumna de filtracion molecular.
Durante la purificacion del ADN por esta columna, se determin6 la importancia que tiene
para la separacion del ADN y el colorante la fuerza iénica del buffer de elucion.

2) Los southem realizados para caracterizar la region genomica del gen Cn121 sugieren
que este gen se encuentra casi, o fotalmente incluido, dentro de un fragmento de
alrededor 750 pb.

3)- Por experimentos de PCR, se logré amplificar Ia region genomica que codifica para el
transcrito de la Cn121. Estos experimentos sugieren, que el gen de la Cn121 al parecer se
encuentra en copia unica en el genoma del alacran C. noxius.

4).- Se amplificaron las regiones genomicas y sus transcritos de ADNc, de genes que
tienen a partir de la secuencia que codificaria para su extremo amino terminal, alrededor
de 60 pb menos que el gen de la Cn 121. Enire estos genes, probablemente se encuentran
la mayoria de los que codifican para toxinas blogueadoras de canales de sodic. Ademés,
puesto que el tamafio de fa region gendmica amplificada es similar al del ADNc, al
parecer estos genes no tienen intrones cuando menos en sus regiones codificantes.

5] Finalmente, los datos obtenidos sugieren que los genes que codifican para las toxinas
de alacrén bloqueadoras de canales de sodio forman una famifia multigénica.
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