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Resumen y Abstract Xl

Resumen

El veneno de escorpién ha sido objeto de estudio por varias décadas, dado en
gran parte a los péptidos que lo conforman, ya que son los directamente
responsables de los efectos toxicos que desarrolla en sus presas o en otros
organismos que entran en contacto con la sustancia. En Colombia hay gran
diversidad de especies de escorpiones, pero pocas han sido estudiadas a nivel
bioquimico, por lo cual se planted realizar la caracterizacion estructural y
funcional de péptidos del veneno de escorpién Tityus macrochirus, siendo el
primer estudio realizado a nivel bioquimico de este veneno que se ha reportado.
Asi a partir de métodos bioquimicos, se logré identificar y determinar las
caracteristicas estructurales de la mayoria de los péptidos presentes en el
veneno de T. macrochirus, definiéndolos como péptidos con pesos moleculares
de 3 a 7 kDa, conformados de 37 a 70 residuos de aminoacidos, caracterizados
porque en ellos se pueden encontrar entre 6 y 8 residuos de cisteina y algunos
de ellos reconocen canales iénicos, como el canal de potasio que fue reconocido
por el péptido denominado FVI8-2. Igualmente se logré determinar que tanto el
veneno total como algunas de sus fracciones de péptidos generan citotoxicidad
en lineas celulares provenientes de tumores de forma selectiva, en un rango de
concentracion de 0,25 pg/mL a 10 pg/mL. Estas caracteristicas estructurales y
funcionales permiten postular a algunos de estos péptidos como posibles agentes

terapéuticos para el tratamiento de diferentes tipos de cancer.

Palabras clave: Tityus macrochirus, péptidos, canales ionicos, lineas

celulares cancerosas, cancer.
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Abstract

Scorpion venom has been studied for several decades, largely due to the
peptides that make it up, as they are directly responsible for the toxic effects it
develops on its prey or other organisms that come in contact with the substance.
In Colombia there is a great diversity of species of scorpions, but few have been
studied at biochemical level. Therefore, it was proposed to carry out the structural
and functional characterization of peptides of scorpion venom Tityus macrochirus,
being the first biochemical study of this poison Which has been reported. Thus
from biochemical methods, it was possible to identify and determine the structural
characteristics of most of the peptides present in the venom of T. macrochirus,
defining them as peptides with molecular weights of 3 to 7 kDa, formed of 37 to 70
amino acid residues, characterized in that 6 to 8 cysteine residues can be found in
them and some of them recognize ion channels, such as the potassium channel
that was recognized by the peptide called FVI8-2. It was also possible to
determine that both total venom and some of its peptide fractions generate
cytotoxicity in tumor cell lines selectively in a concentration range of 0.25 ug /mL
to 10 ug /mL. These structural and functional characteristics allow to postulate
some of these peptides as possible therapeutic agents for the treatment of

different types of cancer.

Keywords: Tityus macrochirus, peptides, lon channels, cancer cell lines,

cancer
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Introduccion

Los escorpiones se caracterizan por ser animales invertebrados, pertenecientes
al tipo Arthropoda, subtipo Chelicerata, clase Arachnida y orden Scorpionida; y se
reconocen actualmente 20 familias, de las cuales en “Catalog of the scorpions of
the world” (1), se aceptan 16 familias. Dentro de estas se destacan ocho, debido
a su distribucion a nivel mundial, estas son: Bothriuridae, Buthidae, Chactidae,
Chaerilidae, Diplocentfidae, luridae, Scorpionidae y Vaejovidae (2-9). En general
los escorpiones son reconocidos por su antigiiedad, al encontrarse en fosiles
correspondientes al Sillrico y por sus particularidades morfoldgicas, bioldgicas y
fisiolégicas Unicas dentro del Reino Animal, como la resistencia a alteraciones
climaticas, radiaciones y las mas llamativas que dependen de su morfologia entre
las que se encuentran las pinzas o quelas de sus pedipalpos y el telson. Este
ultimo se compone por una base bulbosa que contiene el veneno, las glandulas
gue lo producen y una afilada espina curva que sirve para inyectarlo a sus presas,
ya asi dominarlas o también como mecanismo de defensa (2-7, 10-13).
Particularmente el veneno de escorpion se ha convertido en objeto de estudio en
diferentes campos de investigacion, para analizar sus componentes en detalle, no
solo para la produccion de sueros anti-escorpiénicos, sino para su utilizacion en
diferentes campos como la medicina y el control de plagas de cultivos. Estas
aplicaciones se basan principalmente en las toxinas o péptidos que se encuentran
en el veneno, los cuales se pueden dividir en cuatro familias: -familia 1; péptidos
gue contienen de 60 a 70 residuos de aminoéacidos, con cuatro puentes disulfuro
y modifican la actividad de los canales de sodio (14); familia 2; péptidos de
cadena larga con 60-64 residuos de aminoacidos y de cadena corta con 30-40

residuos de aminodcidos, estabilizadas con tres o cuatro puentes disulfuro, que



2 Introduccién

bloquean canales de potasio(15, 16); -familia 3; péptidos de aproximadamente 36
residuos de aminoacidos, con cuatro puentes disulfuro que pueden actuar sobre
canales de cloro (17, 18); y -familia 4; se encuentran los péptidos que alteran
funcionalmente los canales de calcio dependientes de rianodina (19). En general
los diferentes péptidos reconocen canales i6nicos y modifican la excitabilidad
celular en mamiferos, crustaceos, arafias e insectos. Otros componentes que se
encuentran en menor proporcién son mucopolisacéridos, fosfolipasas, serotonina,
histamina, enzimas inhibitorias, aminoacidos libres, sales organicas, lipidos y
hialuronidasa (20-23).

Los venenos producidos por diferentes especies de escorpiones, pertenecientes a
la familia Buthidae, en los ultimos afios se han reconocido por su capacidad de
producir efectos citotoxicos en lineas celulares tumorales, mecanismos atribuidos
en gran medida a los péptidos o toxinas que se encuentran en esta sustancia; por
ejemplo, algunos de los péptidos purificados y caracterizados del veneno de T.
serrulatus, poseen efectos sobre lineas celulares proveniente de céncer de
mama, prostata, pulmén y glioblastosoma (24). En Colombia, se encuentra gran
diversidad de especies del género Tityus, y con algunas de estas se han
realizados ensayos preliminares para observar la composicidn peptidica y
posibles funciones, por lo cual el principal objetivo de este trabajo fue la
caracterizacion estructural y funcional de los péptidos que componen el veneno
del escorpidén Tityus macrochirus, una especie ubicada en los cerros orientales
del departamento de Cundinamarca- Colombia, logrando determinar que posee
70 péptidos, con pesos moleculares de 3000 a 7800Da, y que tanto el veneno
como los péptidos purificados poseen efectos citotoxicos sobre lineas celulares
provenientes de tumores que tienen mayor incidencia en el mundo, como es el de
mama, pulmén, cérvix, colon y préstata. Estos resultados demostraron diferentes
efectos, que se encuentran relacionados con la posible actividad sobre canales
idnicos, que realizan los péptidos del veneno de T. macrochirus, siendo los
primeros estudios realizados sobre la estructura y funcidn de los péptidos

presentes en el veneno de T. macrochirus.



Capitulo 1

1. Estado del arte

1.2. Caracteristicas de los escorpiones

Los escorpiones, o alacranes como también se les conoce, son animales muy
antiguos pues se ha calculado que existen en el planeta desde hace unos 500
millones de afos, lo que ha mostrado su alta capacidad de desarrollar resistencia
a alteraciones tanto climaticas como de radiaciones. Igualmente, por su poca
dispersion y adaptabilidad a condiciones limitadas del medio ambiente, los
escorpiones son catalogados como organismos indicadores de condiciones
ecoldgicas y usados para estudios biogeogréaficos (2-5, 10, 13). Los escorpiones
se encuentran ampliamente distribuidos en las regiones faunisticas del planeta,
pero la mayoria de las especies se encuentran en las zonas tropicales y
subtropicales, siendo posible hallarlos desde el nivel del mar hasta los 4.910
msnm, con mayor abundancia de especies ente los 0 y 2.000 msnm, en las zonas
tropicales y subtropicales; sin embargo, se puede encontrar especies muy
especificas capaces de aprovechar gran niumero de biotopos y otras que son
exclusivas en ciertas vegetaciones y microhabitats (4, 5, 10, 25). Entre las
particularidades historicas, biologicas y ecologicas destacables y Unicas dentro
del reino Animal, se encuentra la produccién de veneno, la viviparidad y sus
Organos sensoriales o peines en la region antero-ventral del abdomen (25). De
acuerdo a su comportamiento se caracterizan por ser depredadores con habitos
nocturnos, y emplean las pinzas de los pedipalpos y el aguijon para inyectar el

veneno producido en las glandulas del telson (figura 1), y asi defenderse e
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inmovilizar sus presas, las cuales son arafias, insectos o vertebrados como ranas

y lagartijas (10-13).

Figura 1. Anatomia de un escorpion.

A. Esquema general de la morfologia del escorpién (26). B. Ultimo segmento del
Metasoma o telson donde se encuentra el aguijon y la glandula productora de veneno.
(27)

Taxondmicamente los escorpiones se clasifican en: Reino: Animalia; Sub-Reino:
Invertebrados; Tipo: Arthropoda; Subtipo: Chelicerata; Clase: Arachnida; Orden:
Scorpionida. Se distinguen de 12 a 20 familias, aceptadas 16 (1), dentro de las

cuales, se reportan la existencia de 2080 especies. (1, 28, 25, 29)

Dentro de las familias del orden Scorpionida, se destaca la familia Buthidae, por
su diversificacion, mayor distribucion geografica en el planeta y la Unica con
especies que se consideran peligrosas para el ser humano. Dentro de estas se
diferencian 73 géneros (incluyendo el género fésil Palaeolychas), 6 subgéneros,

529 especies y 165 subespecies (1, 13). En América se encuentra el género
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Tityus siendo el mas diverso con alrededor de 212 especies. En Colombia se
registra la familia Buthidae, con 37 especies dentro de los géneros Tityus,
Centruroides, Anateris, Rhopalurus y Microtityus, de las cuales 30 corresponden
al género Tityus (figura 2), sin dejar de nombrar otras familias como Chactidae,
Diplocentridae, Liochelidae y Troglotayosicidae. En total de las cinco familias

rednen representativas se reanen 70 especies (tabla 1) (13, 30, 31).

+Riohacha,
Barranquilla -"\T-/MSAIAJ\RA
43 Safia Mar
CR) _
ATLANTICO g 5

. Género Tityus
(28 especies)

Género Centruroides
(4 especie)

Género Ananteris

(4 especies)

\\\\\ T Género Rhopalurus
N (1 especie)

Leyenda

D Capital departamental

%  Capital nacional
Limite departamental

Figura 2. Distribucién geografica de los géneros representativos de la familia Buthidae en
Colombia.

Se indica cada uno de los géneros clasificados en la familia Buthidae, que se encuentran
en Colombia. (4-7, 13, 32).
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Tabla 1. Escorpiofauna colombiana.

Resumen de la clasificacion de las familias representativas en Colombia y las especies
de cada una de éstas. (13).

FAMILIA GENERO ESPECIE

DIPLOCENTRIDAE | Tarsoporosus | T. anchicaya, T. klugeri

Ananteris A. columbianus, A. ehrlichi, A. gorgonae

Centruroide | C. gracilis, C. margaritatus

Rhopalurus R. laticauda

BUTHIDAE Microtityus M. bivicentorum

T. antioquensis, T. satenes, T. bastosi, T. atschi, T.
Tityus blanci, T. colombianus, T. cuellari, T. fuhrmanni, T.
sabineae, T. macrochirus, T. pachyurus, T.

obscurus, entre otros.

Brotheas B. camposi
CHACTIDAE C. aequicnotiales, C. barravierai, C. brevicaudatus,
Chactas C. brownelli, C. chrysopus, C. hauseri, C. Karschi.

1.3. Veneno de escorpion

El veneno de los escorpiones es una secrecion apocrina, de aspecto lechoso
producida por un par de glandulas exocrinas, que se encuentran dentro del
telson, el cual hace parte del metasoma del escorpién (Figura 1) (25, 33).

De acuerdo al nivel de toxicidad que logra desarrollar en mamiferos, crustaceos e
insectos, el veneno se divide en dos grupos: 1. El que solo reacciona localmente,
en el momento del emponzofiamiento y 2. El que puede interferir en el
funcionamiento normal del individuo y puede llegar a ser letal. Estos mecanismos

estan relacionados y dependen de la cantidad de veneno emponzofiado, asi
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como también son una pauta para la diferenciacion de familias, géneros y
especies de acuerdo a su letalidad (34).

Bioquimicamente el veneno se caracteriza por tener un rango de pH 7 a 12,
compuesto por proteinas, péptidos y otros compuestos como sales, aminoacidos,
etc. La primera sustancia que produce el escorpién se denomina preveneno, el
cual se trata de una pequefia cantidad de liquido transparente que se compone
principalmente de sales de potasio y algunos péptidos capaces de reconocer
canales de K*(35), si la produccién del veneno continua se produce una sustancia
lechosa, que en conjunto con el preveneno se denomina el veneno total y sus
principales componentes son péptidos, de los cuales se han reportado cerca de
1510 secuencias de toxinas (36). En general su secuencia de aminoacidos, esta
compuesta desde 20 hasta 75 residuos, con un peso molecular inferior a 14 kDa
(Figura 3) (37, 38, 39, 40). Se ha identificado que estos péptidos en su
mayoria son capaces de reconocer canales ionicos y modificar la excitabilidad
celular en mamiferos, crustaceos, arafas e insectos (41, 42). lgualmente se han
encontrado proteinas con pesos moleculares entre 14 y 70 kDa, que
principalmente corresponden a enzimas con una composicion de entre 120 a 370
residuos de aminoacidos. A pesar de esta caracteristica, en la mayoria de los
venenos de escorpion se ha hallado un bajo nivel de actividad enzimatica; sin
embargo, en el veneno del escorpidbn Heterometrus scaber, se ha determinado
actividad de fosfatasa acida, ribonucleasa, 5’-nucleotidasa, hialuronidasa,
acetilcolinesterasa y fosfolipasa (34, 43-47). También posee otros compuestos en
menor proporcion como, mucopolisacaridos, serotonina, histamina, aminoacidos

libres, sales orgéanicas, lipidos (9, 38, 48, 49).
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Figura 3. Perfil electroforético del veneno de diferentes especies de escorpion.

A. SDS-PAGE, en condiciones no reductoras. Gel al 15% de veneno total de T.
pachyurus. 1. Marcador de peso. 2. Veneno total. (39). B. SDS-PAGE en condiciones
denaturantes gel al 16% del veneno de Rhopalurus junceus. M. Marcador de peso. V.
Veneno total (37). C. SDS-PAGE del veneno de C. margaritatus. 1. veneno total, 2.
Marcador de peso (50).

1.3.1. Péptidos presentes en los venenos de escorpién

En el veneno de diferentes especies de escorpiones, se han reportado
aproximadamente 1510 secuencias de aminoacidos, pertenecientes a péptidos
aislados y parcialmente caracterizados (38, 51) y en el Programa de Anotaciones

de Animales de UniProt (www.uniprot.org/program/Toxins), se han registraron

aproximadamente 953 proteinas de venenos de escorpidn las cuales 762 son
toxinas (UniProt 2017, consultado mayo 20 de 2017). Las primeras teorias de su
funcionalidad o efectos bioldgicos, se evidenciaron en ensayos electrofisiol6gicos
en nodos de Ranvier de rana, concluyendo que los componentes peptidicos de


http://www.uniprot.org/program/Toxins
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los venenos de escorpion actian como neurotoxinas afectando la permeabilidad
de los canales de Na* o K*. (52)
Durante varias décadas se han realizado estudios para lograr caracterizar
estructural y funcionalmente los péptidos del veneno de escorpiones. Por
ejemplo, en la toxina Noxiustoxina del veneno de escorpion C. noxius Hoffmann,
caracterizada por ser capaz de bloquear los canales de K*, se encontré que se
conformaba por 39 residuos de aminoacidos con un peso molecular de 4.184kDa
(23). De este mismo escorpién se ha identificado la toxina Cn2 que ha sido
propuesta como un posible modelo para el desarrollo de un nuevo medicamento
en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson al estimular el nucleo
subtaldmico (53). A partir del veneno de Centruroides margaritatus se
identificaron péptidos capaces de unirse a canales de Na*, K* o Ca*?, afectando
el sistema nervioso de insectos, crustaceos y roedores (50). En cuanto al género
Tityus, del Tityus serrulatus se identificé una mezcla de moléculas con actividad in
vivo, también se caracterizd su toxina TsY, la cual posee 61 residuos de
aminoacidos con cuatro puentes disulfuro (51, 54). En afios mas recientes se han
logrado caracterizar otras toxinas de diferentes venenos de escorpiones del
género Tityus como la reportada por (55), quienes purificaron parcialmente la
toxina Ts19Frag-l del veneno de T. serrulatus, la toxina tiene 58 residuos de
aminoacidos, un peso molecular de 6,575Da, alta especificidad por canales de
potasio e induce la liberacion de 6xido nitrico (NO) en macréfagos, incrementando
la produccion de interleuquina-6 (IL-6), por lo anterior se ha postulado como un
agente con actividad pro-inflamatoria (55).
En los estudios realizados sobre los péptidos de los venenos de escorpién, se
diferencian dos grupos de acuerdo al nimero de residuos de aminoacidos: -los de
cadena corta de 20-43 residuos de aminoacidos, capaces de reconocer canales
de K* (38); y los péptidos de cadena larga con 58 a 76 residuos de aminoacidos,
especificos para canales de Na* (38). En general, la clasificacion de las toxinas
del veneno de escorpion se debe a cuatro criterios (34, 38, 39, 56-60)

e el tipo de canal que reconoce ya sea sodio, potasio, calcio o cloro;

e eltipo de receptor al que la toxina se enlaza;
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e |a estructura tridimensional del péptido

e el tipo de respuesta que induce (activacidn o inactivacion del receptor)

El tipo de aminoacidos que poseen los péptidos en su gran mayoria son
aminoacidos basicos, y varios residuos de cisteina (Cys), los cuales le ayudan a
la estabilidad de su estructura ya sea formando tres o cuatro puentes disulfuro,
encontrandose comunmente en un motivo estructural denominado CSaf
(Cysteine Stabilized af3), el cual se ubica en el pliegue de una hélice alfa Cysi--
Cysi+4, 0 en una hoja plegada beta Cys—Cysj+2 (38, 61, 62). Esta caracteristica
estructural dio paso a una nueva clasificacion de los péptidos del veneno de
escorpioén, identificando péptidos que poseen puentes disulfuro (DBPS) y los que
no poseen puentes disulfuro (NDBPs). Respecto a los DBPs se ha identificado
gue son los mas abundantes, caracterizados por ser los responsables de los
efectos neurotoxicos desarrollados por el emponzofiamiento del escorpion, ya
que afectan la funcion de los canales ionicos en células excitables y no
excitables. Al mismo tiempo, estos se clasifican en; las especificas para canales
de Na* (NaScTxs) y las especificas para canales de K* (KTxs) (figura 4) (21, 38,
49, 57, 58). En cuanto a los NDBPs se ha encontrado que poseen diversas
funciones bioldgicas, entre las que se destacan, que son potencializadores de
bradiquidina, antimicrobianos, hemoliticos e inmunomoduladores (63).
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NaScTxs: Toxinalll

Figura 4. Estructuras tridimensionales de las clases de péptidos presentes en
venenos de escorpion.

A. Estructura tridimensional de la Toxina Il (NaScTxs), del escorpién Leiurus
guinquestriatus quinquesriatus, las flechas indican uno de los cuatro puentes disulfuro
formados por los residuos de cisteina (64). B. Estructura tridimensional de la toxina
Ctry68 (KScTxs), los numeros |, I, 1ll, V, VI y VI, representan los residuos de
aminodcidos de Cisteina y los puentes disulfuro de la toxina Ctry68 del veneno de
Chaerilus tricostatus (65).

1.3.1.1. Toxinas NaScTxs:

Se encuentran conformadas por 55 a 76 residuos de aminoacidos y estabilizadas
por tres o cuatro puentes disulfuro. Poseen una region conservada en su
estructura tridimensional con topologia de BaBp (figuras 4-A 'y 5) (9, 39, 66, 67) y
son clasificadas en dos grupos, las toxinas a-NaScTxs y las toxinas B-NaScTxs,
gue béasicamente se diferencian por el sitio de uniéon al canal de Na*. Las a-
NaScTxs disminuyen o inhiben la activacién de los canales de Na* prolongando el
potencial de accion por su union al sitio 3 del receptor de los canales de Na*. (68).
Este tipo de toxinas a su vez se subdividen en tres grupos: las “alfa-clasica”
produce citotoxicidad en mamiferos; las “anti-insectos a-NaScTxs” con gran
especificidad a los canales de Na* de insectos y las “a-similares”, que actuan

sobre canales de Na*, tanto de insectos como de mamiferos (8, 67, 69).
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C

BmaTX47

Figura 5. Estructuras representativas de a-Toxinas y - Toxina de escorpion.

A: a-toxina similar BmTX47 de B. martensii (70). B. B-toxina Cn12 de C. noxius, el espiral
indica hélices alfa y las flechas hojas plegadas beta (71).

En cuanto a las B-NaScTxs, estas toxinas se encuentran en los venenos de
escorpiones del Norte y Sur América. Estos péptidos cambian la dependencia del
voltaje para la activacion y reducen la amplitud del pico de corriente al unirse al
sitio 4 del receptor de los canales de Na* (69). Estas toxinas se subdividen en 4
grupos; las “B-toxinas anti-mamiferos” con alta toxicidad en mamiferos; “anti-
insectos” o toxinas excitatorias; “anti-insectos” o toxinas depresoras, que inducen
paralisis flacida tras la inyeccion y toxinas “B-similares” que activan los canales de

Na* tanto en mamiferos como en insecto (figura 5) (21, 71-76).

1.3.1.2. Toxinas KScTxs:

Este tipo de toxinas ha sido una herramienta importante en el estudio de la
funcién y estructura de los canales de K* (77). A partir de esta fecha y la
publicacién realizada por Tytgat (1999) (57), las toxinas KScTxs, se clasifican en
tres grupos: a-KTx, B- KTx y Y-KTx. En general, estos tres grupos presentan

toxinas conformadas por 23 a 64 residuos de aminoacidos, con tres o cuatro
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puentes disulfuro y con la presencia del motivo estructural CS-ap, (78, 58, 79). El
grupo mas abundante en los venenos de escorpion es el a-KTx, del cual se han
identificado aproximadamente 250 péptidos que, en general, son capaces de
bloquear o modificar la permeabilidad del ion K*, tanto en células excitables como
en no excitables. Estas a-KTx estan compuestas aproximadamente de 20 a 40
residuos de aminoé&cidos, con seis u ocho residuos de cisteina, siendo
encontradas principalmente en venenos de escorpiones de la familia Buthidae
(80-83). Respecto a las B- KTx, se han identificado 22 péptidos en veneno de
escorpiones de la familia Buthidae, caracterizandose por poseer de 45 a 75
residuos de aminoacidos y seis residuos de cisteina en el C-Terminal, que
estabilizan la estructura formando tres puentes disulfuro (80, 83, 84). Las Y-KTx,
son similares a las a-KTx, estan compuestas por 35 a 45 residuos de
aminoacidos con tres o cuatro puentes disulfuro, se caracterizan por su actividad
solo en canales de potasio tipo “Kv-Kv11”, identificAndose aproximadamente 29
péptidos hasta el momento, (58, 85-87). Algunos ejemplos, en general de este
tipo de toxinas son Tcl de Tityus cambridgei con 23 residuos de aminoacidos,
siendo la mas corta dentro de los péptidos KScTxs, mientras que la BKTx's,
AaTXKb y BmTXKb2, son las mas largas, con 64 residuos de aminoacidos (16,
79, 88).

Se han propuesto diferentes mecanismos de reconocimiento por parte de las
toxinas a los canales de K*. Uno de estos es atribuido a la presencia de residuos
de aminoécidos con anillo basico (89), enlazados o realizando la interaccién en la
superficie del canal de K*. Se propuso inicialmente que la presencia de los
residuos de aminoacidos Lys28 y Tyr37, en el caso de la Noxiustoxin, eran los
directamente responsables del reconocimiento y bloqueo de la actividad del canal
de K* (90). Pero en estudios posteriores, lograron identificar en diferentes toxinas
como la BeKm-1, BmP05 y BmTx3A, que la accion no se debe directamente a la
presencia de estos dos residuos de aminoacidos, sino que ésta se encuentra mas
relacionada a los segmentos o0 motivos estructurales de a-hélice, presentes en

cada toxina analizada (85, 91-93).
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A partir de diferentes contribuciones en el estudio de la estructura primaria y
terciaria y la identificacion de los residuos de aminoacidos en posiciones
especificas de las toxinas KScTxs, se han podido determinar las caracteristicas
de la unién y el reconocimiento a los diferentes subtipos de canales de K*. (Figura
6)

A B
Pid K30

Pi4 R10

Pi4 K33

Pi4 R19

Hydrophilic “head”

Tsx R9  Scyix R6
Scytx R13

Hydrophobic “head™

Figura 6. Epitopes funcionales de toxinas clasificadas como KScTxs.

Se muestran cada uno de los mecanismos propuestos para el reconocimiento y unién al
canal de K*. A. En morado se representa la Charydotoxin con los residuos K21y Y36, la
estructura en verde corresponde a Agiotoxin con los residuos de reconocimiento K27 y
F25. B. Representacion de los residuos basicos de Pi4, en violeta los residuos R10, R19,
K30 y K33, y los residuos K26 y Y35 representados en bastones y esferas (94). C. En
amarillo Residuos basicos R6 y R9 del motivo apamin-like, de Kca2.x, especifico de la
toxina Tsk y en rojo Scyallotoxin los residuos R6 y R13. D. Superposicion de las toxinas
CnERG1y BeKm-1 (azul y gris respectivamente), en cada una se resaltan el radical de
los aminoacidos implicados en la interaccién con el canal (85, 95, 71).
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1.4. Efectos delos venenos de escorpion y sus péptidos en el cancer

La falta de selectividad hacia las células tumorales por parte de los tratamientos
como la quimioterapia genera efectos secundarios por la seleccion no especifica
entre células sanas y tumorales, limitando su eficacia (96). Debido a esto, en
diferentes investigaciones el objetivo principal es la busqueda de compuestos
mas especificos y selectivos para el tratamiento del cancer y otras patologias, a
partir de compuestos de origen natural. Una fuente potencial de nuevos agentes
farmacolégicos es el veneno de animales y especificamente, el veneno de
escorpion, debido a la diversidad de péptidos que se encuentran en esta
sustancia, su afinidad, selectividad a canales io6nicos y sus caracteristicas

estructurales. (97).

Respecto a venenos de escorpiones, algunos de ellos han mostrado citotoxicidad
frente a lineas celulares provenientes de tumores, pero pocas toxinas aisladas se
han estudiado para este fin. Sin embargo, teniendo en cuenta los efectos
observados, se han propuesto tres tipos de efectos que realizan sobre estas
lineas celulares:

e Bloqueo de un canal i6nico especifico (98), teniendo en cuenta que en las
células tumorales el canal HERG esta asociado con el ciclo celular y
proliferacion de células cancerosas.

e Invasion a la célula tumoral, al reconocer un sitio especifico de la
membrana plasmatica diferente a un canal i6nico, por ejemplo, al
reconocer un tipo de metaloproteasa de la matriz extracelular de la célula
tumoral (99),

e Activacion de vias apoptéticas, por la expresiéon del ligando Fas, a partir de

un mecanismo extrinseco de apoptosis (100).
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Un ejemplo del efecto citotéxico generado por los venenos de escorpion es el
observado por el veneno de Odontobuthus doriae sobre lineas tumorales MCF-7,

después de 24 horas de exposicion al veneno (101) (figura 7).

Reduccion de MTT
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Figura 7. Efecto del veneno de Odontobuthus doriae, realiza efecto sobre
lineas tumorales MCF-7.
Se muestra la disminucién del porcentaje de viabilidad de las células de cancer de seno,

con respecto a la concentraciones de veneno empleadas y comparadas con el control
(102).

Un ejemplo mas cercano al género Tityus, es el efecto que tiene el veneno C.
tecomanus, sobre las lineas de linfoma de raton (L5178Y/Tk+3.7.2), con el que se
logra disminuir el porcentaje de viabilidad de las mismas hasta un 20% con una

concentracion del veneno de 100 pg/mL (figura 8), (103).
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Figura 8. Efecto Citotéxico del veneno de C. tecomanus.

Evaluacién de la actividad citotéxica del veneno total de C. tecomanus, en lineas
celulares linfoma de ratén (L5178Y/Tk+3.7.2), usando como control células esplenocitos
de ratén (103).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos del veneno de C. tecomanus, en la
linea de linfoma de ratén (L5178Y/Tk+3.7.2), los autores realizaron ensayos de
citotoxicidad, pero en este caso empleando fracciones parcialmente purificadas
de péptidos del veneno C. tecomanus en la linea celular Jurkat E6-1 (linfoma
humano), observando que algunas fracciones logran disminuir el porcentaje de
viabilidad entre 20% y 80%, dependiendo de la concentracion de la fraccién
evaluada (103) (Figura 9).
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Figura 9. Citotoxicidad de las fracciones parcialmente purificadas de péptidos a partir del
veneno de C. tecomanus.

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron sobre la linea celular Jurkat E6-1 (linfoma
humano) (103)

Una de las toxinas mas estudiadas para su aplicacion en tratamientos de cancer
es la Clorotoxina (CITx), del veneno de L. quinquestriatus, dado a que se ha
demostrado la inhibicion de la proliferacion celular por la disminucién de la
angiogénesis y disminucion en la conductancia del canal de cloruro- (104). Esta
toxina es capaz de bloguear el desplazamiento de las células de glioma, inhibir la
metastasis de las células tumorales de seno asi como inhibir la migracion e
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invasion de células cancerosas de pancreas (PANC-1), al activar la
metaloproteasa-2 de la matriz extracelular (105-107)

Otras toxinas capaces de reconocer canales ionicos y de las cuales también se
ha identificado su actividad sobre células tumorales, son:

- La toxina Margatoxin (MgTx), del veneno de C. margaritatus, que bloquea
canales de potasio e inhibe la proliferacion celular de adenocarcinoma de
pulmdén humano, ademas que disminuye el volumen del tumor inducido en
ratones (108).

- La Iberotoxina (IBTx) y Charybtoxin (ChTx) que bloguean los canales BKca
e inhiben la proliferacién y migracién de células de glioma y melanoma
respectivamente (109, 110).

- La Bengalin, purificada del veneno de Heterometrus bengalensis,
disminuye la proliferacion celular e induce la apoptosis de lineas celulares
de leucemia, dado a que activa caspasas (9 y 3), e induce el clivaje de la
poli (ADP-Ribosa) polimerasa (PARP). (111, 100).

- La Iberotoxina (IBTx), un péptido de 37 residuos de aminoécidos,
purificado del veneno de Mesobuthus tamulus, que reconoce los canales
BKca, también logra inhibir el crecimiento de células cancerosas de
préstata (PC3) (112).

1.5. Hipétesis

En el veneno del escorpidén Tityus macrochirus se hallan péptidos que presentan
similaridad estructural y con posibles efectos citotoxicos sobre lineas celulares
provenientes de tumores, similar a lo reportado previamente en venenos de

escorpiones de otras especies del mismo género.
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1.6. Objetivos

1.6.1. Objetivo general

Caracterizar bioguimicamente el o los péptido(s) presente(s) en el veneno del
escorpion Tityus macrochirus (Buthidae) con mayor actividad citotoxica en lineas

celulares.

1.7. Objetivos Especificos

e Purificar los péptidos presente en el veneno del escorpion T. macrochirus
(Buthidae).

e Evaluar la actividad citotoxica de los péptidos del veneno del escorpién T.
macrochirus, frente a lineas celulares tumorales.

e Determinar la estructura primaria de al menos un péptido con actividad

citotdxica sobre lineas celulares tumorales.
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2. Recoleccioén de individuos del escorpion Tityus macrochirus, obtencion

y caracterizacién inicial de su veneno

2.1. El Escorpion Tityus macrochirus

En Colombia se encuentra gran distribucibn de géneros de escorpiones, cuyo
namero de especies descritas, supera las registradas en Brasil, Argentina,
Guayana y Ecuador (113, 1, 114, 115). Entre los géneros presentes en nuestro
pais se encuentra el género Tityus Koch, 1836, perteneciente a la familia
Buthidae que tiene importancia epidemioldgica, debido a la toxicidad que
desarrolla en humanos por el efecto de los componentes del veneno al

emponzoiiarlo.

A partir de estudios realizados sobre la morfométrica de las especies de
escorpiones del género Tityus, se han identificado de 13 a 16 especies presentes
en Colombia (115). Ademas, de acuerdo con los caracteres morfoldgicos, este
género se divide en dos grupos, “asthenes”y “forcipula”. En este Ultimo grupo se

encuentra clasificada la especie Tityus macrochirus (Figura 10).
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Filo: Arthropoda
Subfilo: Chelicerata
Clase : Arachnida
Orden: Scorpionida
Familia: Buthidae

Genero: Tityus

Especie: Tityus macrochirus

Figura 10. Individuo macho de Tityus macrochirus.

Se sefala la clasificacién taxonémica (25, 115, 116)(Foto: David A. Hernandez-Mora
Bogota D.C. Colombia).

2.2. Caracteristicas morfoldgicas de Tityus macrochirus.

El escorpion Tityus macrochirus se encuentra distribuido entre 1900-2500 m de
altitud, principalmente en los departamentos de Cundinamarca y Boyaca, -
Colombia. T. macrochirus, se diferencia de las demas especies que conforman el
grupo “forcipula”, por poseer mayor cantidad de dientes pectineos, en el lado
izquierdo 15y el derecho 18, para hembra respectivamente y 18 en izquierdo y en
15 derecho para machos. En el pedipalpo derecho el niamero de filas de
denticulos difiere en cantidad y tamafio, siendo mas ancho, especialmente en los
machos con un valor de 4,04 mm con respecto a otras especies, ademas que es
el Unico que presenta en la parte dorsal del metasoma numerosas macrosetas
(115) (figura 11).
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Figura 11. Principales caracteristicas morfologicas de Tityus macrochirus (macho).

A. Vista ventral, B. Vista dorsal. C. Caparazon vista dorsal. D. Peines, E. Metasoma vista
dorsal del segmento IV, F. Metasoma vista dorsal del segmento V, G. Telson vista lateral.
(115)

En general para los escorpiones, el metasoma se divide en cinco segmentos,
donde se encuentra el telson que posee un par de glandulas apocrinas que
producen el veneno y termina en una espina hueca a través de la cual el
escorpion expulsa el veneno, la ponzofia. Las caracteristicas morfolégicas de
esta estructura son similares a las demas especies de la familia Buthidae (figura
12).

En general para los escorpiones, el metasoma se divide en cinco segmentos,
donde se encuentra el telson que posee un par de glandulas apocrinas que
producen el veneno y termina en una espina hueca a través de la cual el

escorpion expulsa el veneno, la ponzofia. Las caracteristicas morfolégicas de
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esta estructura son similares a las demas especies de la familia Buthidae (figura
12).

<+« Metasoma

Telson

Aguijon

Figura 12. Telson de Tityus macrochirus.

Se observa los dos ultimos segmentos del metasoma, el telson y el aguijon, morfologia
caracteristica de la familia Buthidae. (116); (Foto: David A. Hernandez-Mora Bogota D.C.
Colombia).
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2.3. Desarrollo metodoldgico

2.3.1. Recoleccion de individuos Tityus macrochirus

Se recolectaron individuos de la especie Tityus macrochirus, en los municipios de:
Fosca (Vereda placitas) [4°19'04.3”N 73°59°15.2”W], altitud 2080 msnm, provincia
de Oriente, a 78.1 Km de distancia de Bogota, Cundinamarca-Colombia. y
Choachi [4°32’00’'N73°56°00], altitud 1924 msnm, provincia de oriente y a 53.7 Km
de distancia de Bogot4, Cundinamarca-Colombia. Los individuos se hallaron
dentro y alrededor de las casas de los habitantes de las veredas y pueblos. La
busqueda se realizé tanto en horas del dia y de la noche con ayuda de lamparas

ultravioleta (Figura 13).

Figura 13. Sitios de recoleccion de individuos Tityus macrochirus.

En cada una de las fotografias se muestras los sitios donde se hallaron los especimenes
de T. macrochirus. (Foto: Grupo de Investigacion en Proteinas)
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El transporte de los individuos recolectados se realiz6 en cajas de plastico, una
por cada espécimen. De igual manera se mantuvieron en el laboratorio,
garantizando humedad, temperatura, suministro de agua y de alimento, el cual se
baso principalmente de arafias, grillos y larvas de tenebrios (117). La recoleccion
de los individuos se realiz6 bajo el permiso Marco de Recoleccion de
Especimenes de Especies Silvestres de la Diversidad Biolégica con Fines de
Investigacion Cientifica no Comercial, del Decreto 1376 de 2013 por parte de la
Autoridad Nacional de Licencias Ambientales —ANLA- Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sostenible —Republica de Colombia. El comité de Etica de la Facultad
de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia, avalo la realizacion del
proyecto mediante el acta 06 del 22 de junio de 2015 en el que autoriza la
recolecta de animales, su manejo en el laboratorio y extraccion del veneno, asi

como el manejo de lineas celulares en sistema de Bioseguridad nivel Il.

2.3.2. Obtencion y preparacion del veneno

La obtencion del veneno se realiz6 por estimulacion eléctrica, empleando un
voltaje entre 10 a 20 voltios, sobre el telson y el quinto segmento del metasoma,
en un tiempo no mayor a 10 segundos (Figura 14). Cada extraccion de veneno,
se repitio cada 15 o 20 dias al mismo individuo. (118)
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Figura 14. Obtencion del veneno del escorpién T. macrochirus, por
estimulacion eléctrica.
A. Gota de veneno producida por el escorpion (116); (Foto: David A. Hernandez-Mora
Bogota D.C. Colombia). B. Estimulacion realizada en el tltimo segmento del metasoma
por impulsos eléctricos (Foto: Grupo de investigacion en proteinas (GRIP)). C. Gotas de
veneno obtenidas después del estimulo eléctrico a T. macrochirus, recuperadas en caja
de Petri estéril (116); (Foto: David A. Hernandez-Mora Bogota D.C. Colombia).

Las muestras de veneno obtenidas en cada extraccion fueron diluidas en agua
desionizada, en una proporcién de 1/5 (veneno-agua) y se centrifugaron a 14000
rpom por 30 minutos, separando el sobrenadante del pellet. ElI sobrenadante se
liofilizé y se almacen6é a -20°C hasta su uso. En el momento de analizar el
veneno, los sobrenadantes liofilizados se resuspendieron en 200 pL de agua
grado HPLC.
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2.3.3. Cuantificacién de proteina total presente en el veneno de T.
macrochirus.

La concentracion de proteina soluble total del veneno del escorpion T.

macrochirus, se determind por tres métodos diferentes:

e Método de Acido Bicinconinico (BCA): Como patron se empled
albumina sérica bovina, con diluciones en serie, partiendo de una
concentracion inicial de 1,0 mg/mL, sembradas en microplacas de acuerdo
al procedimiento estandarizado por (119) y adaptado por el laboratorio del

Grupo de Investigacion en Proteinas (GRIP).

e Método Absorcion Espectrofotometria a 280nm (54): Se determind la
absorbancia de la muestra de veneno a 280 nm, y la concentracion de
proteina total se determindé asumiendo que 1 unidad de Absorbancia, es

igual a Img/mL.

e Método Absorcion Espectrofotometria a 260-280nm (120): Se
determind la absorbancia de la muestra de veneno a dos longitudes de
onda de 260 nm y 280 nm y se determiné la concentracion de proteina en
mg/mL por el factor: mg/mL= (1,55*Abs280nm)-(0,76*Abs260nm)

2.3.4. Analisis e identificacion del perfil proteico del veneno total de T.
macrochirus

e Electroforesis SDS-PAGE:

Este método se realiz6 con el veneno total, en condiciones denaturantes, sobre
geles de Tris-Tricina con una concentracion de 15%T y 3%C, en condiciones

denaturantes (121), Anexo A 1.1.) Las muestras de veneno también se analizaron
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por SDS-PAGE-Tris-Glicina con una solucion de Acrilamida al 30%, en tres
concentraciones diferentes 7,5%, T10%T y 16%T y un gel de concentracion al
4%, en condiciones denaturantes (122), Anexo A 1.2). Los geles obtenidos se
fijaron con &cido acético 10% durante 30 minutos, se tifileron con coomassie blue
G-250 (123) y por tincion de plata (124). Una vez tefiidos los geles se analizaron
por medio del programa Quantity One 4.6.7 de Bio-Rad e Image Lab 5.2.1 de Bio-
Rad.

e Electroforesis Bidimensional:

Esta metodologia se realiz6 con el veneno total, con base a la metodologia
descrita en el kit 2D de GE-Healthcare® (125), empleando tiras no lineal IpG de
1lcm pH: 3-10NL, usandose dos cantidades diferentes de proteina total del
veneno de T. macrochirus, 120 pg y finalmente una de 150 pg de proteina total.
Cada una de las muestras de veneno se secaron en Savant Speed Vac SC210Ay
se resuspendieron en 200 pL de buffer de rehidratacion que contenia 50 mM de
DTT mas 1 pL de anfolito. Estas soluciones se emplearon para rehidratar cada
una de las tiras IpG por 14 horas a temperatura ambiente. Una vez terminado el
tiempo de rehidratacion, cada una de las tiras se transfiri6 al equipo GE-
Healthcare®, para realizar la primera dimension empleando el programa para
tiras de pH 3.10NL, por un total de cinco horas aproximadamente. Para la
segunda dimension cada una de las tiras se transfirieron en un gel de SDS-Page-
Tris-Glicina al 12% de Acrilamida-Bisacrilamida (Anexo A 1.2.) (122), iniciando con
un voltaje de corrida de 50 volt/h hasta 100 volt/h por 5 horas para las tiras que se
rehidrataron con 120 ug de proteina total y por 7 horas para la que contenia
150ug de proteina total del veneno de T. macrochirus. Una vez terminada la
segunda dimension, a cada uno de los geles se les realizo tincion con azul de
coomasie G-250 al 0,1%.
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2.4. Resultados

2.4.1. Obtencidn del veneno y cuantificacion de proteina total.

En total se recolectaron 50 individuos de la especie T. macrochirus, en los sitios
descritos y la especie se confirmo por las caracteristicas morfolégicas de estos
individuos, realizadas por el profesor Eduardo Florez del Grupo de Aracnologia
del Instituto de Ciencias Naturales de la Universidad Nacional, tomando como
base lo descrito por Bohérquez-Gomez 2016 (115).

Durante el mantenimiento de cada uno de los individuos de escorpiones se
realizaron en promedio 44 extracciones de veneno. Las primeras 18 extracciones
se reunieron en tres grupos denominados Muestra de Veneno 1, 2 y 3 (MV],
MV2, MV3). A estas muestras de veneno se les determind la concentracion de
proteina soluble, por medio de los tres métodos de cuantificacion descritos en la
metodologia y los datos generales se encuentran en el Anexo B.

De acuerdo con el analisis estadistico, de la medida de precision con un valor de
Pr (>F) de 0.73 y el andlisis anava (analisis de varianza por R-Fiddle) con un valor
de p=<0,5. Datos que comprueban que son métodos relacionados y que la
diferencia de los valores de concentracion determinados no es significativa, sin
embargo si se comparan los datos de concentracion, obtenidos en cada una de
las muestras se logra observar que el método de absorcion por UV (120), es el
gue presenta mayor relacion entre los valores de concentracion de proteina

soluble total determinados (Tabla 2).
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Tabla 2. Cuantificacion de proteina total presente en tres muestras de veneno de T.
macrochirus. La concentracidbn de proteina se determind por medio de métodos
colorimétricos y de absorcion.

Concentracion de proteina
Método de
- mg/mL
Cuantificacién

MV1 MV2 MV3

BCA* 2,36 1,18 2,43
Uvi** 1,89 1,79 1,77

UV 2*+* 1,55 1,00 2,32

*Método colorimétrico (119); *Método de absorcion UV (120); **Método de absorcion
UV (54).

Teniendo en cuenta la correlacidn obtenida en la cuantificacion de proteina
determinada por los tres métodos, se seleccionaron los métodos de absorcion por
UV para determinar la concentracion de proteina de las demas muestras de
veneno obtenidas, como también de las fracciones de péptidos parcial y

totalmente purificados obtenidas con el desarrollo de posteriores métodos.

De las 44 extracciones de veneno realizadas, en total se obtuvo una
concentracion de proteina soluble total en promedio de 5,52 mg/mL, que equivale
a 55,22 mg de proteina total soluble. Cantidad que se emple6 para el desarrollo
de cada uno de los métodos planteados en el estudio bioquimico del veneno del

escorpion T. macrochirus.
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2.4.2. ldentificacion 'y estimacion de pesos moleculares y punto
isoeléctrico:

De acuerdo con la electroforesis SDS-PAGE realizada al veneno total de T.
macrochirus, se identifico la presencia de proteinas con pesos moleculares desde
25 kDa hasta 130 kDa y péptidos con pesos moleculares alrededor entre 8 a 15
kDa. (Figura 15).

Al realizar la separacion electroforética de los componentes de veneno de los
individuos recolectados en los municipios de Fosca y Choachi, se evidencia
similitud en los perfiles independientemente del método utilizado (121, 122)
(figura 15). De acuerdo con el analisis realizado por los programas Quantity One
4.6.7 de Bio-Rad e Image Lab 5.2.1 de Bio- Rad, se logran observar pesos
moleculares muy aproximados en cada una de las muestras, destacandose la
presencia de péptidos con masa moleculares de 14, 13, 12, 11 y 10 kDa, como se
sefiala en la figura 15. Como también las proteinas con pesos moleculares de
130, 100, 87, 67, 45 y 33 kDa (figura 15). Resultados que indican que la
composicion del veneno presenta los mismos componentes proteicos, a pesar de
tener diferente distribucion geografica.
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Figura 15.Electroforesis SDS-PAGE del veneno total de T. macrochirus.
A. SDS-PAGE-Tris-Tricina de muestras de veneno de las especies recolectadas en el
municipio de Choachi. VC: 18,8 ug de proteina total del veneno; MP: 3 uL de marcador
de peso molecular (Thermo Fisher®, bajo rango). B. SDS-PAGE-Tris-Glicina en gradiente
del veneno total de T. macrochirus, de las especies recolectadas en el municipio de

Fosca. MP: 5 uL de marcador de peso molecular (Thermo Fisher®, bajo rango), VF,
12.7ug de muestra de veneno total.
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Respeto al perfil electroforético bidimensional, se evidencia la presencia de

péptidos y proteinas con puntos isoeléctricos entre 3y 10 (figura 16).

Rango de punto isoeléctrico
Y

250 e
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Figura 16. Electroforesis bidimensional del veneno total de T. macrochirus.

MP: Marcador de peso (Thermo Fisher®, bajo rango), pl: rango de punto isoeléctrico. Se
sefiala cada uno de los spots obtenidos, que corresponden a las proteinas (circulos rojos
y azules) y péptidos (circulos blancos) presentes en el veneno de T. macrochirus.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que las proteinas con peso
molecular entre el rango de 25 a 35 kDa se localizan en la mitad de migracion, lo
gue puede indicar que estas proteinas tienen un valor de pl en un rango de 5 a 8
(figura 16, circulo rojo), mientras que las de peso molecular cercanos a 25 kDa
presentan un pl cercano a un pH basico, aproximandose a 10 (figura 16, circulo
azul). A diferencia de los anteriores, los péptidos con un peso molecular igual e
inferior a 10 kDa se localizaron en zonas de pl cercano a pH neutro o hacia el pH

basico (cercano a 10) (figura 16, circulos blancos).
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2.5. Anédlisis de Resultados:

La especie T. macrochirus es una de las especies endémicas del genero de
Tityus presentes en Colombia. Esta especie pertenece a la familia Buthidae y
genero Tityus, los cuales se han caracterizado por tener mayor distribucion a nivel
mundial y en Colombia especificamente (13), como también se han caracterizado
por el grado de toxicidad que desarrollan sus especies en mamiferos e insectos,
al inyectarles su veneno. El T. macrochirus se encuentra distribuido en el oriente
del departamento de Cundinamarca, y se han hallado individuos de esta especie,
en los municipios de Choachi, Caqueza, Fosca y Fémeque (115). Es justamente
en estos municipios donde se realizaron las recolecciones de la especie, logrando
obtener individuos en Choachi y Fosca, encontrandose con mayor distribucion en
la vereda Placitas del municipio de Fosca, ya que es un sitio donde aun se
encuentra habitat propio para la supervivencia de los individuos de escorpion,
alrededor de las casas o cercas de piedra que se construyen para la delimitacién
de terrenos (figura 13). Situacidn contraria se presenta en Choachi, ya que esta
zona ha sido mas intervenida por el hombre, reflejandose en que se recolecto6 el
menor namero de individuos, con lo que se predice que estos individuos de
escorpién migran constantemente buscando el habitat propicio para su
supervivencia. En el laboratorio se lograron mantener vivos los individuos de T.
macrochirus, gracias al adecuado manejo en la alimentacion, temperatura y
humedad, siendo éstos los factores claves para garantizar la supervivencia de los
individuos (117).

En cuanto al método de obtencion del veneno, se eligi6 desde el principio la
estimulacion eléctrica. Con este meétodo, se evita lastimar al individuo, se logra
obtener en mayor cantidad de veneno, se garantiza la obtencion de los péptidos
con pesos moleculares menores a 6 kDa, ya que se obtiene tanto el preveneno
como el veneno total y se evita la contaminacion del veneno obtenido por otras
secreciones producidas por el escorpion, comparado con el método manual (35,
118).
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La seleccion del método de cuantificacién del veneno fue un aspecto importante
para el desarrollo del trabajo pues se pretendia perder la menor cantidad posible
de muestra, pero manteniendo una buena precision en los datos obtenidos. De
acuerdo con los datos de concentracion de proteina obtenidos del veneno de T.
macrochirus, por los tres métodos de cuantificacion, estos poseen similaridad de
acuerdo al andlisis estadistico realizado, determinando el valor del factor F,
determina la precision de cada uno de los métodos como el andlisis de varianza
anava (andlisis de varianza por R-Fiddle), por el valor de p, siendo igual a 0,55.
(Tabla 2). Sin embargo, el método por absorcion en UV (120), posee mayor
precision que los demas métodos. Por lo anterior, se eligieron los métodos de
espectrofotometria por ultravioleta para calcular la concentracion de proteina total
contenida en el veneno de T. macrochirus, observandose ademas que tienen la
ventaja de utilizar poca muestra de veneno y que ésta puede ser recuperada para
ser utilizada en posteriores ensayos. La cantidad de proteina obtenida depende
directamente del niumero de individuos de escorpiones que se emplearon, asi
como también de las veces que se realice el método de extraccion y de la especie
de escorpién (117, 120, 103, 55, 126, 20, 39).

Los pesos moleculares determinados en el veneno de T. macrochirus,
corresponden a proteinas y péptidos caracteristicos de los venenos de escorpion
(figura 15). En especifico, al comparar los perfiles electroforéticos de una y dos
dimensiones del veneno de T. macrochirus, con otros perfiles de especies
pertenecientes a la misma familia, se encuentra que poseen alta similaridad tanto
en pesos moleculares como en puntos isoeléctricos de enzimas del Heterometrus
laoticus (127), péptidos con actividad neurotoxica y péptidos capaces de
reconocer canales iénicos del veneno de T. serrulatus (128), y otros péptidos
reportados con un peso molecular de entre 7 a 14 kDa del veneno de T.
pachyurus (39) y del veneno de H. lunatus (40).
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3. Purificacion y Caracterizacion Bioquimica de Péptidos

3.1. Métodos bioquimicos empleados para la purificacion vy
caracterizacion de péptidos presentes en venenos de escorpion.

Al identificar al escorpidon como una “amenaza” para los humanos, desde hace
varias décadas se inicié el estudio a nivel bioquimico para determinar el tipo de
compuestos presentes en su veneno, determinando que su mayor contenido son
proteinas y péptidos y que éstos eran los directamente responsables del
envenenamiento o toxicidad que desarrolla en humanos en el momento de
emponzofarlo. De acuerdo a lo anterior se han planteado diferentes métodos a
partir de la bioquimica y la biologia celular y molecular, para caracterizar las
proteinas y péptidos presentes en los venenos de escorpion, en especial cuyas
especies son consideradas como peligrosas para el humano.

Los métodos bioquimicos empleados para la purificaciébn y caracterizacion de
péptidos van desde la cromatografia por filtracion en gel o la cromatografia de
intercambio i6nico, hasta la cromatografia liquida de alta resolucién en fase
reversa (RP-HPLC), que junto a metodos electroforéticos y espectrofotométricos,
han dado la posibilidad de obtener gran informacion sobre la composicion
peptidica de los venenos de escorpion, reportando hasta la fecha mas de 120
estructuras primaria de péptidos presentes en venenos de escorpion de la familia
Buthidae. Uno de los primeros reportes data de 1977, donde (22), dieron a
conocer el estudio sobre el veneno de T. serrulatus, una de las especies que

presenta mayores casos de emponzofiamiento en Brasil. En el trabajo expuesto,
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desarrollaron métodos cromatograficos, de electroforesis y ensayos bioldgicos
para la caracterizacion estructural y funcional de los péptidos presentes en el
veneno de T. serrulatus, identificando cinco componentes (22). Asi, a partir de
estos estudios y por mas de 4 décadas, se han empleado estos métodos
bioguimicos con diferentes variaciones para determinar la estructura y el
mecanismo funcional de las proteinas y péptidos presentes en los venenos de
escorpion. Gracias a estas metodologias se ha ayudado a identificar diferencias y
similitudes entre pesos moleculares, motivos estructurales y funcionales, de cada
uno de los péptidos caracterizados de diferentes venenos. En este trabajo se
emplearon diferentes métodos cromatograficos para lograr la purificacién de los
péptidos presenten en el veneno de T. macrochirus y poder realizar asi su

posterior caracterizacion estructural.
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3.2. Desarrollo metodolégico para la purificacion y caracterizacion de los
péptidos presentes en el veneno de T. macrochirus.

A continuacién, se presenta la descripcion de los métodos generales usados para
el desarrollo de esta tesis doctoral. Al final de esta descripcion se encuentran los
diagramas que muestran las variantes de procedimiento (procedimientos 1 a 4)

gue se usaron para separar y purificar la mayor cantidad posible de péptidos.

3.2.1. METODOS GENERALES DE PURIFICACION

Purificacion de los péptidos presentes en el veneno de T.
macrochirus:

3.2.1.1. Cromatografia de filtracion en gel:

Se realizé cromatografia de filtracién en gel, usando dos soportes diferentes:

3.2.1.1.1. Cromatografia de filtracion en gel por BioGel-P30:

Como fase estacionaria se empledé 12,5 mL del BioGel-P30, obtenido a partir de
1,5 g de soporte y activado con 60 mL de buffer de sales de fosfato (PBS) 1X,
preparado con 138 mM de cloruro de sodio, 3 mM de cloruro de potasio, 8,1 mM
de fosfato monobasico de sodio y 1,5 mM de fosfato di-basico de potasio pH 7,4.
La fase estacionaria fue empacada en una columna de 21,3 cm de longitud con 2
cm de didmetro. Como fase movil se emple6 buffer de sales de fosfato (PBS) 1X,
a pH 7.4. el flujo se mantuvo a 0,03 mL/min. La deteccion de cada una de las

fracciones se determiné a longitudes de onda de 220 nm y 280 nm.
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3.2.1.1.2. Cromatografia de filtracion en gel por Sephacryl S-100:

La fase estacionaria se tratd de Sephacryl S-100, en una columna pre-(2.6 X 60
cm GE Healthcare Bioscience AB SE7584 Uppsala USA), en un equipo de FPLC-
BioRad®. Como fase moévil se empleé Buffer de acetato de amonio 20 mM pH:
4,7 con un flujo de 5 mL/min a 10 psi y las fracciones obtenidas se detectaron a
215, 230 y 280 nm.

3.2.1.2. Cromatografia de intercambio i6nico

Esta metodologia se realiz6 usando dos soportes diferentes, de acuerdo al tipo de

intercambio a realizar.

3.2.1.2.1. Cromatografia de intercambio aniénico:

Para realizar este tipo de cromatografia se empleé como fase estacionaria 1,8 mL
de DEAE-Sepharosa en una columna de 4 cm de longitud y 2 cm de diametro, la
elucién se realiz6 empleando un gradiente discontinuo de Cloruro de sodio desde
150 mM hasta 500 mM en PBS 1X pH 7,4, con un flujo de 0,3 mL/min. La

deteccion se realiz6 a 220 y 280 nm.

3.2.1.2.2. Cromatografia de intercambio catiénico:

- Una primera cromatografia de este tipo se emple6 como soporte, 1,8mL de
Carboxi-Metil-Sephadex C25 (CM-Sephadex), en una columna de 4cm de
longitud y 2 cm de diametro, la elucion se realiz6 empleando un gradiente
discontinuo de NaCl desde 150 mM hasta 500 mM en PBS 1X, pH 7,4, con un
flujo de 0,3 mL/min y la deteccién a 220 y 280 nm. La muestra de veneno fue
diluida 1/10 con buffer PBS 10 X pH 7,4. (54); (129); (130).
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- Una segunda cromatografia se realiz6 usando 5 mL de CarboxiMetil-celulosa
(CM-celulosa), en una columna de 10 cm de longitud y 1,5 cm de didmetro, y
equilibrada con acetato de amonio al 20 mM pH 4,7. La elucién se realizé en
un FPLC, con un gradiente contindo iniciando con una solucion de acetato de
amonio 20 mM hasta llegar a una concentracion 0,5 M del mismo buffer, con un
flujo de 2 mL/min y una presion de 10 psi. La detecciodn se realiz6 a 215, 255 y
280 nm. Las fracciones obtenidas se liofilizaron y almacenaron a -20°C hasta
su uso. (54, 131, 130)

3.2.1.3. Ultrafiltracioén:

Para el desarrollo de este método se empleé el sistema de Amicon® Ultra-0.5,
por medio de membranas con diferente tamafio de exclusion: 100 kDa, 50 kDa,
30 kDa, 10 kDa y 3 kDa (Diagrama 1). El retentato y difusato obtenido de
Amicon® Ultra-0.5 de 10 kDa y 3 kDa se liofilizaron y se guardaron a -20 °C.

VENENO TOTAL

/ T. macrochirus ULTRAFILTRACION

Amicon® Ultra-0.5 -100kDa
Difusato 3kDa Retentato 3kDa

(5000 rpm por 30 minutos)
Difusato 100kDa
Retentato 100kDa

Amicon® Ultra-0.5 -50kDa
(10000 rpm por 30 minutos)

Amicon® Ultra-0.5 -3kDa
Retenitato 50kDa (1200 rpm por 20 minutos)
Difusato 50kDa
Amicon® Ultra-0.5 -30kDa
(10000 rpm por 30 minutos)
| Retentato 10kDa I Difusato 10kDa
Retentato 30kDa

Difusato 30kDa

Amicon® Ultra-0.5 -10kDa
(12000 rpm por 5 minutos)

Diagrama 1. Procedimiento de la Ultrafiltracion del veneno total de T. macrochirus, por el
sistema de Amicon® Ultra0.5.



42 IDENTIFICACION, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE PEPTIDO(S)
CON ACTIVIDAD CITOTOXICA, PRESENTE(S) EN EL VENENO DE ESCORPION
Tityus macrochirus (BUTHIDAE)

3.2.1.4. Cromatografia Liquida De Alta Resolucion en Fase Reversa (RP-
HPLC):

Se emplearon diferentes métodos, de acuerdo al gradiente de acetonitrilo y al
tiempo de elucion para la deteccion de péptidos y la purificacién de los mismos a
partir del veneno total y de las fracciones obtenidas de las cromatografias de

filtracion en gel e intercambio idGnico.

3.2.1.4.1. Método A:
En el primer método se emple6 un equipo HPLC Hitachi, con una columna

analitica de fase reversa C18, con dimensiones de 4,6x150 mm y tamafio de
particula de 5 pm. Se desarroll6 un método en gradiente lineal desde 95% de
solvente A (0,05% de Acido trifluroacético (TFA) en agua) hasta 60% de solvente
B (0,05% de TFA en Acetonitrilo), por 45 minutos o 70 minutos, con un flujo de 1
mL/min y deteccion a 210 nm (método de Vergel Galeano (132), y adaptado por el

Grupo de Investigacion en Proteinas (GRIP)).

3.2.1.4.2. Método B:
El equipo empleado en este método fue un Waters 625LC System en una

columna analitica de fase reversa C18 con dimensiones de 4.6x250mm y tamafio
de particula de 5 pum. Desarrollando un método en gradiente lineal desde 0%
hasta 60% de solvente A, (0.12% acido trifluoroacético (TFA) en acetonitrilo) con
un solvente B (0.10% TFA en agua), por 60 min, con un flujo de 1 mL/min y
deteccion a 230 nm, recolectando manualmente las fracciones separadas. Las
fracciones de péptidos obtenidas por este método se secaron por medio de
Savant SC210A Speed Vac Concetrator (Thermo Electron Corporation). (39, 133),
(126), (33), (129).
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3.3. PROCEDIMIENTOS

3.3.1. PROCEDIMIENTO 1

En este procedimiento se realizaron cromatografias en columnas abiertas
(filtracién en gel, intercambio i6nico) y las fracciones obtenidas se analizaron por
RP-HPLC, método A (diagrama 2).

PROCEDIMIENTO 1

VENENO TOTAL
T. macrochirus

H

Cromatografia Filtracion Cromatografia Intercambio Cromatografia Intercambio
en Gel (BioGelP-30®) Anidnico (DEAE-S) Cationico (CM-S)
Fracciones Fracciones Fracciones

[

RP-HPLC (Método A)

Diagrama 2. Procedimiento 1 para la purificacion de péptidos presentes en el veneno
de T. macrochirus
Para cada uno de los métodos se detalla el tipo de soporte empleado para la purificacion
de los péptidos.
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3.3.2. PROCEDIMIENTO 2

El procedimiento 2, consistio en la ultrafiltracion del veneno total, empleando

Amicon® Ultra-0.5 de 10 kDa y 3 kDa. Los difusato y retentato obtenidos se

evaluaron por RP-HPLC, método A (diagrama 3).

RP-HPLC
(Método A)

VENENO TOTAL

S

T. macrochirus

PROCEDIMIENTO 2

Amicon® Ultra-0.5 -10kDa
(1200 rpm por 20 minutos)

Retentato 10kDa

:

Difusato 10kDa |——____| RP-HPLC
(Método A)
RP-HPLC
(Método A)
Amicon® Ultra-0.5 -3kDa
(1200 rpm por 20 minutos)
| Retentato 3kDa
Difusato 3kDa e —

RP-HPLC
(Método A)

RP-HPLC
(Método A)

Diagrama 3. . Ultrafiltracion del veneno total de T. macrochirus
La ultrafiltracion se inicia con el veneno total desde el AmiconUIltra-0.5-10 kDa al 3 kDa.
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3.3.3. PROCEDIMIENTO 3

Este procedimiento se desarroll6 por medio de RP-HPLC, por el método B, las

fracciones de péptidos obtenidas se analizaron por espectrometria de masa, y las

fracciones de péptidos parcialmente purificadas se repurificaron por RP-HPLC y
se evaluaron nuevamente por espectrometria de masas. (diagrama 4).
(Parte de este procedimiento se realiz6 con la colaboracion del Departamento
de Medicina Molecular y Bioprocesos, Instituto de Biotecnologia,

Universidad Nacional Autbnoma de México).

| PROCEDIMIENTO3 |

VENENO TOTAL RP-HPLC
T. macrochirus (Método B)

l
I

| Fracciones de Péptidos I

Espectrometria de | . Peptldos' i
Parcialmente Purificados
masas
| Péptidos Puros | Repurificacion por
l| RP-HPLC (Método B)
Determinacidn de estructura Fracciones de Péptidos

primaria y ensayos bioldgicos

Diagrama 4. Purificacion de péptidos presentes en el veneno total de T.
macrochirus.

Purificacién realizada por RP-HPLC, a partir del veneno total y la evaluacién se realiz6
por espectrometria de masas.
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3.3.4. PROCEDIMIENTO 4

En el procedimiento 4, se realizé por medio de cromatografias de filtracion en gel,
seguida de cromatografia de intercambio i6nico, cada una de las fracciones se
purificaron por RP-HPLC y los péptidos obtenidos se evaluaron por
espectrometria de masas. (diagrama 5). (Este procedimiento se realizé con la
colaboracion del Departamento de Medicina Molecular y Bioprocesos, Instituto de
Biotecnologia, Universidad Nacional Autbnoma de México).

VENENO TOTAL | PROCEDIMIENTO4 |
T. macrochirus

Filtracién en Gel (5-100) ESP:Ctmmet"a
I e masas
- S
Fracciones de alto Fracciones de bajo
peso molecular peso molecular
/ Fracciones de
Ensayos Péptidos
Enzimati : Tt
e | Intercambio Catidnico (CM-C) I

I I

Fracciones No Retenidas Fracciones Retenidas

RP-HPLC
(Método B)
|

Diagrama 5. Purificacion de péptidos presentes en el veneno total de T. macrochirus.

Purificacién realizada por diferentes tipos de cromatografia, a partir del veneno total de T.
macrochirus.
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3.4. Caracterizacién Bioquimica de los péptidos purificados del veneno de
T. macrochirus

3.4.1. Analisis de espectrometria de masas

El analisis de espectrometria de masas de los componentes obtenidos en la
purificacion por RP-HPLC que se recolectaron manualmente se realizé por medio
de un espectrometro de masas LCQFleet Thermo Fisher Scientific Inc. (San Jose,
CA, USA) (134). Este equipo también se emple6 para el analisis de masas de las
fracciones que fueron reducidas y alquiladas (apartado 3.4.2.), lo cual permitié
tener informacion sobre la cantidad de residuos de cisteina presentes en cada
péptido (Ecuacion 1) (Este procedimiento se realiz6 con la colaboracion del
Departamento de Medicina Molecular y Bioprocesos, Instituto de Biotecnologia,

Universidad Nacional Autonoma de México).

# Cys= Peso Molecular Reducido y Alquilado — Peso Molecular Nativo

Peso Molecular de lodoacetamida (57Da)

Ecuacién 1. Relacién para obtener la cantidad de residuos de cisteina en la

secuencia de aminoacidos

El andlisis de espectrometria también se realizé a partir de los “spots” obtenidos
en el procedimiento de electroforesis bidimensional (apartado 2.4.2, figural6). Los
spots seleccionados se cortaron y el gel fue digerido de acuerdo al procedimiento
planteado por Shevchenko (135). El gel de cada uno de los spots fue reducido
con 10 mM de DTT en bicarbonato de amonio 100 mM por 30 minutos, Yy

alquilados con 55mM de lodoacetamida por 30 minutos en la oscuridad. Una vez
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terminado el procedimiento cada una de las muestras se saturaron con 13 ng.uL™*
de tripsina en bicarbonato de amonio 10 mM e incubado toda la noche a 37 °C.
Una vez se obtuvieron los fragmentos tripticos, se extrajeron del gel y se
incubaron con 100 pL de solucion de 5 % acido formico/acetonitrilo (1:2 v/v) por
15 minutos a 37 °C, con agitacion. Los péptidos fueron desalinizados usando Zip
Tip C18 (Millipore, Billerica, Ma, USA) y se secaron en un Speed Vac Savant
(136). El analisis de los péptidos tripticos se realiz6 por medio del sistema LC-
MS/MS, compuesto por una bomba de nanoflujo EASY n-LCIl (Thermo Fisher
Scientific), acoplado a espectrdmetro de masas Orbitrap Velos (Thermo Fisher
Scientific). El sistema LC, posee un flujo de 400 nL/min y una columna C18 micro
capilar (75 um ID x 50mm). Como solvente A se emple6 0,1% de acido acético en
agua y solvente B 0,1% de acido acético en acetonitrilo. Los péptidos fueron
eluidos por un gradiente lineal de 5 a 70% del solvente B por 60 minutos. Cada
uno de los péptidos en solucién se inyectaron por electrospray con 2.0 kV y los
iones generados fueron detectados en scan con 60,000 de resolucion y
sometidos a fragmentacion por los métodos de disociacion por CID (disociacion
por colisién inducida) y HCD (Disociacién por colision con alta energia). El
analizador FT-Orbitrap, fue operado en modo de ion positivo y solo las cargas
iGnicas dobles y triples fueron seleccionadas por eventos de MS/MS. La exclusion
dindmica fue habilitada a los 60 minutos y la pre exclusion a 30 s. La energia de
colisién normalizada a 35 unidades arbitrariamente, la activacion de Q 0,250 y un
tiempo de activacion de 30ms aplicados en CID y HCD. (136)

Los datos de LC-MS/MS obtenidos, fueron analizados con Proteoma Discoveres
v1.4 (Thermo- Fisher C, San Jose, CA, USA). Las secuencias de proteinas fueron
sometidas en la base de datos de UniProt, para la identificacion de cada uno de
los péptidos. Los espectros MS/MS se analizaron por Sequest HT en la base de
datos teniendo en cuenta los parametros: - tripsina como enzima de digestion, -
dinAmica fija —modificaciones del tamafio de la cadena (oxidacion (M),
desaminacion (N, Q) y carbamidometil (C)), -20 ppm de tolerancia de masa de

péptidos, -0,6 Da de tolerancia de masa de fragmentos. Las proteinas fueron
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identificadas con menos de dos péptidos distintos, considerando como correcta la
identificacion, con un p<0.05 como significancia (136). (Este procedimiento se
realizd0 con la colaboracion del Departamento de Medicina Molecular y
Bioprocesos, Instituto de Biotecnologia, Universidad Nacional Autonoma de
México).

3.4.2. Reduccion y alquilacion de fracciones puras

El procedimiento para la reduccion y alquilacion de las fracciones de péptidos
consistié en disolver minimo 20 ug de la fraccion de péptido pura, en 100 L de
buffer Tris-HCI 200 mM pH 8,6 con 6 M Cloruro de Guanidinio y 1 mg/mL EDTA,
posteriormente se agregaron 2 mg de ditrioteitol (DTT), se burbujeo N2 por 5
minutos y se incubd a 55 °C por 45 minutos. Transcurrido el tiempo se dejo
incubando la muestra por 10 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se
agregaron 2,5 mg de lodoacetamida y se incubaron por 30 minutos a temperatura
ambiente. El producto de este procedimiento fue analizado por RP-HPLC, con el
método B, para la eliminacion de los reactivos y la obtencion de la fraccidon

reducida y alquilada (130).

3.4.3. Digestion enzimatica de péptidos purificados

A los péptidos purificados, reducidos y alquilados, se les realizé digestion

enzimatica, por medio de tres tipos de enzimas:

A. Endopeptidasa Aspartico-N (Asp-N): (Roche®) Los péptidos seleccionados

para esta enzima, se disolvieron en 100 pL de buffer fosfato 50 mM pH 8,0, con
5 uL de la enzima. Esta mezcla se incub6 a 37 °C por 18 horas y se analiz6 por
el método B de RP-HPLC.
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B. Endoproteasa Lys-C: (Roche®) La fraccion de péptido se re suspendio en 50
puL de buffer Tris-HCI 25 mM pH 8,5 mas 1 mM EDTA y 4 pL de la enzima,

dejando en incubacion por 18 horas a 37 °C y se analizé el resultado de la

digestion por RP-HPLC con el método B.

C. Proteasa V8 de Staphyilococcus aureus: (Mannheim, Germany®) Los péptidos

fueron re-suspendidos en 100 pL de buffer de carbonato de amonio al 25 mM
con pH 8,2, més 4 pL de la enzima V8, la muestra se incubé a 37 °C por 10
horas. Una vez terminado el tiempo de incubacion se analiz6 la muestra por el
método B de RP-HPLC.

3.4.4. Determinacién de amino terminal y secuencia completa de los
péptidos purificados.

Los amino terminales y las secuencias de aminoacidos de los péptidos
purificados, se determinaron por medio de secuenciacién automatica de Edman,
en un equipo de ProSequencer (MiliGen/Biosearch, Division of Millipore, Milford,
Mass., USA®). Para este método se emplearon los péptidos no reducidos vy
alquilados, los péptidos reducidos y alquilados, y las fracciones obtenidas
después de la digestién enzimatica. De cada una de las muestras se emplearon
100 pL, y fueron sembradas en una membrana de fibra de vidrio e incubados a
37°C por 18 horas; posterior a este tiempo, la muestra fue analizada en el equipo
ProSequencer (134). (Este procedimiento se realiz6 con la colaboracion del
Departamento de Medicina Molecular y Bioprocesos, Instituto de Biotecnologia,

Universidad Nacional Autonoma de México).
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3.5. Resultados

3.5.1. PROCEDIMIENTO 1, Cromatografia de columna abierta:

Los resultados obtenidos por la metodologia planteada para la purificacion de los
péptidos presentes en el veneno de T. macrochirus, por filtracion en gel con el
soporte de BioGelP-30 y las cromatografias de intercambio anidnico y cationico
(DEAE y CM) (Diagrama 2), generaron diferentes fracciones que fueron
cuantificadas y purificadas posteriormente por RP-HPLC. Sin embargo, la
cantidad de proteina recuperada fue muy baja (116) y se prefirié utilizar otras
estrategias (ultrafiltracion, FPLC y RP-HPLC) con el fin de obtener mayor

cantidad de las fracciones parcialmente purificadas (Anexos C).

3.5.2. PROCEDIMIENTO 2, Ultrafiltracion:

La ultrafiltraciéon, se propuso como una alternativa por la baja eficiencia obtenida
por los métodos cromatograficos propuestos inicialmente. Para el desarrollo de
este método se tuvo en cuenta los pesos moleculares estimados de los péptidos
identificados por SDS-PAGE del veneno total de T. macrochirus (Figura 15). Este
meétodo se inicid desde el Amicon Ultra-0,5® 100 kDa (diagrama 1, Anexo D),
pero la concentracion de proteina obtenida en el retentato del Amicon Ultra-0,5®
3 kDa era baja, con una pérdida de proteina mayor a 50%. Por lo cual se plante6
iniciar desde el Amicon Ultra-0,5® 10 kDa (116), (Anexo D). Teniendo en cuenta
estos resultados, se realiz6 la metodologia (diagrama 3), a partir de 195,81 ug de
proteina total soluble del veneno, obteniendo un retentato del Amicon Ultra-0,5® 3
kDa con 57,94 ug de proteina soluble total, lo que indica que la cantidad de
péptidos entre 3 kDa y 10 kDa presentes en el veneno de esta especie de
escorpidn corresponden a un porcentaje del 29,57 % respecto a la proteina
soluble total (tabla 3).
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Tabla 3. Ultrafiltracion del veneno total de T. macrochirus. La ultrafiltracion se realizé
desde el Amicon Ultra-0,5® con un tamafio de exclusion de 10 kDa, hasta 3 kDa, con
veneno total.

Muestra Abs Abs Volumen Concentracion Proteina Proteina
260 280 (mL) proteina soluble soluble soluble
nm nm total Total Total

[mg/mL] mg Hg

Veneno | 2,151 | 2,318 0,100 1,958 0,196 195,814

Retentato | 0,365 | 0,373 0,100 0,301 0,030 30,080

10 kDa

Difusato | 0,619 | 0,616 0,200 0,484 0,097 96,870

10 kDa

Retentato | 0,982 | 0,954 0,061 0,732 0,045 57,940

3 kDa

Difusato | 0,336 | 0,290 0,180 0,194 0,035 8,560

3 kDa

Para comparar la purificacion realizada por el método de ultrafiltracion, se
analizaron los difusatos y retentatos obtenidos de los Amicon Ultra-0,5® 10 kDa y
Amicon Ultra-0,5® 3 kDa, por medio de RP-HPLC (método A, ajustando el tiempo

de elucién a 45 minutos) junto al del veneno total (figura 17).
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16 ¢ 16

Figura 17. Perfil cromatografico de RP-HPLC (método A, 45 minutos) del veneno total de T.
macrochirus, y las fracciones obtenidas de la ultrafiltracion.
A. Cromatograma del blanco de RP-HPLC; B. Cromatograma del veneno total de T.
macrochirus; C. Cromatograma retentato Amicon Ultra-0,5® 10 kDa; D. Cromatograma
difusato Amicon Ultra-0,5® 10 kDa; E. Cromatograma retentato Amicon Ultra-0,5® 3
kDa; F. Cromatograma difusato Amicon Ultra-0,5® 3 kDa.
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Al comparar cada uno de los cromatogramas, se observa que en el retentato de
Amicon Ultra-0,5® 3 kDa, se obtienen menor cantidad de sefiales, con respecto a
las observadas en el cromatograma del veneno total. Especificamente, aunque se
mantienen las sefiales 7 a 12, dadas en el tiempo de retencion de 30 minutos, y
no se observan las sefales 4, 6 y 13 (figura 17 By E).

Por otro lado, el cromatograma del difusato de Amicon Ultra-0,5® 10 kDa con el
del retentato de Amicon Ultra-0,5® 3 kDa, las sefiales se mantienen, lo que indica
gue son las correspondientes a pesos moleculares menores de 10 kDa. (Figura
17 D-E). La sefial numero 16 se mantiene en cada uno de los procedimientos se
predice que se trata de un péptido con un tamafio mayor o igual a 10 kDa a, que
logro pasar el poro de la membrana de Amicon Ultra-0,5® 3 kDa, posiblemente

por su forma, registrando absorbancias menores a 0,1 UA (figura 17 Ey F).

3.5.3. PROCEDIMIENTO 3, Cromatografia Liquida De Alta Resolucion en
Fase Reversa (RP-HPLC):

El método B de RP-HPLC, fue empleado para la purificacién de los péptidos
presentes en el veneno de T. macrochirus, de acuerdo al procedimiento 3
(Diagrama 4), para el cual, se emplearon 19,92 mg de proteina soluble total, del
veneno de T. macrochirus. Estos mg se dividieron en 8 alicuotas de 2,5 mg vy
cada una de estas alicuotas fueron analizadas por el método B de RP-HPLC. A
partir de la primera alicuota fraccionada por esta cromatografia se obtuvieron 72

fracciones, de las cuales se muestran algunas representativas en la figura 18.
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Figura 18. . Cromatograma del andlisis del veneno total de T. macrochirus, por RP-HPLC.

Se emplearon 2,5 mg de proteina total contenida en el veneno de T. macrochirus.
Analizado por el método B de RP-HPLC.

De las fracciones obtenidas, se seleccionaron las que registraron absorbancia
mayor a 0,1 UA (18 en total) y las que registraron una absorbancia menor a 0,1
UA, pero con una cantidad de proteina mayor a 5 ug (5 en total) (Tabla 4). Estas
24 fracciones fueron evaluadas por espectrometria de masas, obteniendo
resultados de pesos moleculares desde 3000 Da (posibles péptidos con afinidad
a canales i6nicos) hasta 8000 Da y mayores que pueden corresponder a
proteinas con actividad enzimatica (Tabla 4). De acuerdo con estos resultados se
resalta las fracciones 37, 38, 42, 48, 59 y 68, ya que reportan solo un dato de
masa molecular, con lo que se puede predecir que se encuentran puras. Sin

embargo, de estas seis fracciones, debido a la cantidad de muestra que se



56

IDENTIFICACION, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE PEPTIDO(S)
CON ACTIVIDAD CITOTOXICA, PRESENTE(S) EN EL VENENO DE ESCORPION
Tityus macrochirus (BUTHIDAE)

obtuvo y la masa estimada, las siguientes fases de caracterizacion se realizaron

solamente a la fraccién 48.

Tabla 4. Fracciones obtenidas de la purificacion por el método C de HPLC-RP C18
del Veneno total de T. macrochirus. A cada una de las fracciones se determiné su
concentracion, cantidad de proteina y masa molecular. Se resalta la fraccién 48 por su
pureza, cantidad de proteina obtenida y masa molecular estimada.

FRACCION TIEMPO DE RETENCION [mg/mL] mg Hg Masa (Da)
32 18,75 0,51 0,102 | 102 | 4156,58 | 3582,7
33 19,58 0,25 0,175 | 17,5 | 4108,71 | 3959,39
34 20,41 0,53 0,106 | 106 4108,8 | 3873,81
35 21,41 0,16 0,0112 | 11,2 3872,39 | 3984,21 | 4108,7
36 21,8 0,22 0,0154 | 154 3566,8 | 3872,61 | 37427
37 22,36 0,34 0,0238 | 23,8 | 3566,86
38 23,6 0.1 0,007 7 3666,56
39 24,41 0,18 0.0126 | 12,6 | 2728,38 3566
42 27,07 0,08 0,0056 | 5,6 3566
44 28,47 0,15 0,0105 | 10,5 3329,2 3682,2
45 29,03 0,07 0,0049 | 49 5224,29 | 5481,49 | 33285
46 29,15 0,18 0,0126 | 12,6 52242 5481
48 30,63 2,38 0,238 | 238 7147,19
49 31,20 0,7 0,7 70 7147,29 | 7083.32
50 31.53 0,85 0,85 85 7147.29 | 7083.32
51 32,57 0,84 0,084 84 7147,29 | 7083,32 | 7389,11
52 32,92 2,5 0,175 | 175 7389,40 | 7083,3
53 33,58 1,58 0,11 | 110,6 | 7147,29 | 7083,32 7944
54 35,04 1,2 0,084 84 7389,42 | 7147,78
55 35,8 0,22 0,022 22 7389 7147 7084
57 36,5 0,87 0,0609 | 60,9 | 10642,03 7389 7147
59 37,68 0,65 0,0455 | 45,5 | 10863,73
61 41,01 0,12 0,024 24 6616,19 | 7651,60
68 44,42 0,24 0,24 240 14725

Posterior a estos resultados, se separaron las demas alicuotas por el mismo

método B de RP- HPLC, obteniendo perfiles de cada una muy similares, por lo
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cual las fracciones se reunieron con base en el tiempo de retencién observado
(tabla 4y 5).

Partiendo de las fracciones anteriores, se realizé re purificacion por medio de RP-
HPLC de las fracciones 49 y 50 (Estas dos fracciones en una sola denominada
49), 51, 52, 53, 54, 55, 57 y 61, modificando el gradiente usado en el método para
lograr una mayor separacion en la zona especifica de elucién de cada fraccion. A
partir de las fracciones 49 (3 péptidos), 51 (1 péptido), 54 (2 péptidos), 55 (2
péptidos), 57 (1 péptido) y 61 (1 péptido), se obtuvieron péptidos puros, los cuales
se secaron y se les determin6 su concentracion, para ser analizadas en
espectrometria de masas posteriormente. Sin embargo, también se observa que
hay aun mezclas de péptidos parcialmente purificados en todas las fracciones
(Tabla 5).

Tabla 5. Fracciones de péptidos obtenidas por re-purificacion en RP-HPLC. Se
muestra la masa molecular de los péptidos presentes en las fracciones obtenidas de la
re purificacion de cada fraccion.

Eraccién Fraccion Re Tiempo de [ Proteina] Proteina Total Masa Posterior a la Re-
purificada retencién (min) pg/uL en 100 pL (ug) purificacién
9 27,81 0,64 64 7147,92
10 28,45 0,6 60 7148,06
9 11 28,83 0,36 36 7146,94
12 29,7 0,49 49 7146,82 10847,8
1 38,12 3,1 310 7147,95 10847,58
2 39,02 0,95 95 7147
51 3 39,33 1,43 143 7147,95 7258,48
4 40,47 1,09 109 7147 7082,8
5 41,27 0,6 60 7147,6 7084,17
52 14 31,29 0,84 84 7388,53 7083,77
13 31,15 0,06 6 7415,8 7083,27 7389,5
>3 15 31,97 0,16 16 7418,8 7083,27
54 11 35,11 0,1 10 7389,4 7085,3




58 IDENTIFICACION, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE PEPTIDO(S)
CON ACTIVIDAD CITOTOXICA, PRESENTE(S) EN EL VENENO DE ESCORPION
Tityus macrochirus (BUTHIDAE)

12 35,74 0,14 14 7386,4
15 37,87 0,03 3 10571,32
9 23,98 0,04 4 7389,57
> 10 24,65 0,07 7 7389,38
16 28,74 0,03 3 7316,8 10642,48
> 17 29,71 0,08 8 10642,3
4 41,28 0,05 5 10642
5 41,9 0 0 -
61 6 42,51 0,03 3 -
7 42,95 0,02 2 -
8 44,03 0,02 2 -

3.5.4. PROCEDIMENTO 4, Purificacion de péptidos presentes en el
veneno de T. macrochirus, por medio de tres métodos
cromatograficos.

El procedimiento 4 fue desarrollado por tres tipos de cromatografia, filtracion en

gel, intercambio catiénico y RP-HPLC (diagrama 5).

3.5.4.1. Cromatografia de filtracion en gel por Sephacryl S-100:

Se analizaron por este método 12 mg de proteina soluble total del veneno de
escorpion T. macrochirus, obteniendo 6 fracciones (figura 19, tabla 6). De
acuerdo a limite de exclusion del soporte Sephacryl S-100, se seleccionaron las
Fracciones V y VI para ser analizadas. De la fraccion V (FV), se obtuvo 55 mL,
con 2 mg de proteina total del veneno de T.macrochirus, correspondiente a un
16.6% de la cantidad total de proteina soluble en el veneno. De la fraccion VI
(FVI), se obtuvo un volumen total de 105 mL, con 5,1 mg de proteina total y que

corresponde a un 42.5% de la cantidad total de proteina.
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Figura 19. Perfil cromatografico de la purificacién de los componentes proteicos del
veneno de T. macrochirus por cromatografia de filtracion en gel de Sephacryl S-

100HR
12 mg de proteina total del veneno de T. macrochirus, fueron fraccionados en una

columna de Sephacryl S-100HR equilibrada y eluida a un flujo de 1 mL/min de acetato de
amonio 20 mM pH 4.7, obteniendo 6 fracciones.

Las fracciones FI a la FIV, se liofilizaron y se almacenaron a -20 °C, para
emplearlas en ensayos de actividad enzimatica y las fracciones FV y FVI se
almacenaron a 4°C para ser analizadas por cromatografia de intercambio

catiénico.
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Tabla 6. Fracciones obtenidas por filtracion en gel, empleando un soporte de
Sephacryl S-100HR.

Proteina Total de Fracciones % de Recuperacién
. Proteina Total o
veneno Obtenidas de la purificacion
Fl 66ug 0,55
Fll 280,5 pg 2,33
FllI 474,4 ug 3,95
12mg
FIV 595,5 ug 4,96
FV 2,6mg 21,6
FVI 4,6mg 38,3

3.5.4.2. Cromatografia de intercambio catidnico por CarboxiMetil-Celulosa:

Este tipo de cromatografia se realizé a las fracciones FV y FVI de filtracion en gel.
La fraccion FV gener6 ocho fracciones denominadas FV-1 a FV-8, de las cuales
la FV-1 corresponde a la fraccion no retenida (figura 20, tabla 7)
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Figura 20. Perfil cromatogréfico de la separacién realizada por intercambio
cationico de la Fraccion V, obtenida en filtraciéon en gel.
2,6 mg de la fraccion V, obtenida en la filtracién en gel S-100, se separo por intercambio
cationico, obteniendo ocho fracciones denominadas FV-1 a FV-8.

Respecto al perfil de intercambio ibénico obtenido a partir de la fraccién FVI de
filtracion en gel, se encontraron 8 fracciones denominadas FVI-1 a FVI-8, donde
la primer fraccidén corresponde a la fraccion no retenida (figura 21, tabla 7). Cada
una de las fracciones se liofilizaron y se almacenaron para su analisis por RP-
HPLC.
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Figura 21. Perfil cromatogréafico de la separacién realizada por intercambio
cationico de la Fraccién VI, obtenida en filtracion en gel.

24,6 mg de la fraccibn VI, obtenida en la filtracibn en gel S-100, se separo por
intercambio cationico, obteniendo ocho fracciones denominadas FVI-1 a FVI-8

Tabla 7. Fracciones obtenidas al realizar cromatografia de intercambio catiénico
(CIC).

Fraccion . %Recuperacién
_ . Proteina Fracciones Proteina .
(Filtracion de purificacion

Total (CIC) Total ug
en Gel)

FV1 -No Reteninda 350 17,5

FV-2 276 13,8

FV-3 560 28

=, 2.6 mg FV-4 226 11,3

FV-5 114,1 57

FV-6 296 14,8

FVv-7 732 36,6
FV-8 257 12,85
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Tabla 8. Fracciones obtenidas al realizar cromatografia de intercambio catiénico
(CIC) (continuacidn).

Fraccion i _ ) %Recuperacion
] ) Proteina Fracciones Proteina o ]
(Filtracion de purificacién

Total (CIC) Total pg
en Gel)
FVI-1No retenida 100 2,17
FVI-2 118 2,56
FVI-3 66,5 1,44
FVI-4 600 13,04
FVI 4,6 mg
FVI-5 300 6,52
FVI-6 430 9,34
FVI-7 1560 33,9
FVI-8 111 2,41
3.5.4.3. Cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa:

Con las fracciones obtenidas en la purificacion del veneno total a partir de
filtracion en gel (Sephadex S-100) y cromatografia de intercambio catidnico (CM-
Celulosa) (tabla 7) se realizé la purificacion de péptidos por medio del método B
de RP-HPLC. Las fracciones de péptidos purificados por este ultimo método, se

secaron y se almacenaron para sus posteriores ensayos (Tabla 8).
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Tabla 9. Purificacién de las fracciones obtenidas por Filtracién en Gel de
Sephadex-(S-100) e intercambio catidonico (CIC-CM-Celulosa). Se muestra cada una
de las fracciones con la cantidad de préteina analizada y las fracciones obtenidas en la
purificacién por RP-HPLC.

Fracciones Proteina Fracciones obtenidas Proteina
de CIC Total ug por RP-HPLC Total ug
FV-2-16 97,5
FV-2 276
FVv-2-34 39,5
FV-3-13 40,5
FV-3 560 FV-3-15 36
Fv-2-21 46
FVv-4 226 FV-4-8 45,2
FV-5 114,1 FV-5-3 14,4
FV-6-5 25
FV-6 296 FV-6-8 18
FV-6-14 23,28
FV-6-10 30
FVv-7 732 FVv-7-22 85,5
FV-8-2 9,2
Fv-8 257
FVv-8-3 40
FV-1 -No Retenida 350 FV-1-NR-8 6,6
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Tabla 10. Purificacion de las fracciones obtenidas por Filtracion en
Gel de Sephadex-(S-100) e intercambio catiénico (CIC-CM-Celulosa) Se muestra
cada una de las fracciones con la cantidad de préteina analizada y las fracciones

obtenidas en la purificacion por RP-HPLC.

Fracciones Proteina Fracciones obtenidas Proteina
de CIC Total ug por RP-HPLC Total ug
FVI-2 118 F-VI-2-5 30,6
FVI-3 66,5 FVI-3-3 5,4

FVI-3-11 89,4
FVI-4-12 84
FVI-4 600
FVI-4-13 20
FVI-5-3 5,4
FVI-5-5 20,4
FVI-5 300
FVI-5-10 33,6
FVI-5-6 16,8
FVI-6-15 21,84
FVI-6-16 21
FVI-6 430
FVI-6-17 53,9
FVI-6-18 25
FVI-7-9 25
FVI-7 1560
FVI-7-11 27
FVI-7-12 83,6
FVI-8 111 FVI-8-3 26
FVI-1 No Retenida 100 FVI-1-NR-4 X
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Las primera purificacion realizada por RP-HPLC, se inicio con la fraccion FV-2, de
la cual se inyectaron 276 pg de proteina total, y durante el desarrollo del método
se obtuvieron dos fracciones con wuna absorbancia mayor a 1.0 UA,
denominandolas FV2-16 y FV2-34, en los tiempo de retencion de 20,1 min y
33,5min respectivamente (Figura 22). Las fracciones se secaron y se
almacenaron para posteriores estudios (tablas 9 y 10). Los 15 resultados

adicionales de RP-HPLC obtenidos a partir de las demas fracciones, se

encuentran en el anexo E.

AU

Figura 22. Perfil cromatogréafico de la purificacién de las fracciones obtenidasd en
cromatografia de intercambio cationico por RP-HPLC.
Fraccion V-2, donde se logré obtener dos fracciones con una absorbancia mayor a

1,0UA, denominadas FV2-16 y FV2-34.
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3.5.5. Analisis de masas de las fracciones de péptidos purificadas,
obtenidas por los procedimientos 4.

A cada una de las fracciones de péptidos obtenidas a partir de la repurificacion

por RP-HPLC en los procedimientos 4 (tablas 9, 10), se realiz6 analisis de

masas, diferenciando que 11 péptidos poseen pesos moleculares desde 3,5 a

4,8 kDa, 26 péptidos con pesos moleculares de 7,0 a 7,4 kDa y un péptido de 11

kDa. (Tabla 11).

Tabla 11. Fracciones de péptidos obtenidas por el procedimiento 4. Se detalla cada
una de las fracciones purificadas y parcialmente purificadas con el valor de masa.

Fracciones obtenidas Proteina Masa
por RP-HPLC Total (ug) (Da)
FV-2-16 97,5 3959,03
FV-2-34 39,5 7429,54
FV-3-13 40,5 7822,66
FV-3-15 36 4834,54
FV-3-21 46 7448,78
FV-4-8 45,2 7462,45
FV-5-3 14,4 7848,95
3967,88
FV-6-5 25

3730,46

FV-6-8 1,8 3681,71
FV-6-14 23,28 7190,95
FV-6-10 30 7155,06
FV-7-22 85,5 7389,32
FV-8-2 9,2 4045,28
3873,28

FV-8-3 40

3984

FV-1-NR-8 6,6 3566,35
F-VI-2-5 30,6 7008,7
FVI-3-3 11527,83
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FVI-3-11 89,4 7154,16
FVI-4-12 84 7156,16
74449,15
FVI-4-13 20
7170,67
FVI-5-3 54 3942,84
FVI-5-5 20,4 7464,13
FVI-5-10 33,6 7944.5
FVI-5-6 16,8 3926,89
FVI-6-15 21,84 7191,3
7374,29
FVI-6-16 21
719136
FVI-6-17 53,9 7374,43
7373,41
FVI-6-18 25
7044,39
7147,84
FVI-7-9 25
7184,62
FVI-7-11 27 7389,67
FVI-7-12 83,6 7389,5
FVI-8-3 26 7147,86
FVI-1-NR-4 X -

Los péptidos puros que fueron obtenidos por los 4 procedimientos se resumen en
la tabla 12, se resalta la fraccion 52-14, que, a pesar de no encontrarse pura, se
logro determinar el amino terminal (tabla 12). La secuencia parcial o completa de
algunos de estos péptidos fue identificada, de acuerdo a lo presentado en la
metodologia.
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Tabla 12. Fracciones de péptidos puros obtenidas por los procedimientos de
purificacion. Se detalla cada una de las fracciones purificadas, el método de obtencion y
el valor de masa determinado.

FRACCION PROCEDIMIENTO DE OBTENCION MASA MOLECUIEDA: DETERMINADA
37 Procedimiento 3 3566,86
38 Procedimiento 3 3666,56
42 Procedimiento 3 3566
48 Procedimiento 3 7147,19

49-9 Procedimiento 3 7147,92
49-10 Procedimiento 3 7148,06
49-11 Procedimiento 3 7146,94
51-2 Procedimiento 3 7147,82
52-14 Procedimiento 3 7388,53; 7083,77
54-12 Procedimiento 3 7386,4
55-9 Procedimiento 3 7389,57
55-10 Procedimiento 3 7389,38
FV-2-16 Procedimiento 4 3959,03
FV-2-34 Procedimiento 4 7429,54
FV-3-13 Procedimiento 4 7822,66
FV-3-15 Procedimiento 4 4834,54
FVv-3-21 Procedimiento 4 7448,78
FVv-4-8 Procedimiento 4 7462,45
FV-5-3 Procedimiento 4 7848,95
FV-6-8 Procedimiento 4 3681,71
FV-6-14 Procedimiento 4 7190,95
FV-6-10 Procedimiento 4 7155,06
FVv-7-22 Procedimiento 4 7389,32
FV-8-2 Procedimiento 4 4045,28
FV-1-NR-8 Procedimiento 4 3566,35
F-VI-2-5 Procedimiento 4 7008,7
FVI-3-11 Procedimiento 4 7154,16
FVI-5-3 Procedimiento 4 3942,84
FVI-5-5 Procedimiento 4 7464,13
FVI-5-10 Procedimiento 4 79445
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FVI-5-6 Procedimiento 4 3926,89
FVI-6-15 Procedimiento 4 7191,3
FVI-4-12 Procedimiento 4 7156,16
FVI-6-17 Procedimiento 4 7374,43
FVI-7-11 Procedimiento 4 7389,67
FVI-7-12 Procedimiento 4 7389,5
FVI-8-3 Procedimiento 4 7147,86

3.5.6. Determinacién de secuencia primaria

A partir de las fracciones detalladas en la tabla 12, se determin6 su secuencia de
aminoacidos, obteniendo en algunos casos la secuencia parcial y en otros la
secuencia completa. A continuacion, se muestra detalladamente el resultado
obtenido en cada una de las etapas para la fraccion denominada como 48
(proveniente del procedimiento 3) y a la cual de ahora en adelante
denominaremos Tmac48. Los resultados obtenidos para las demas fracciones
seran tabulados posteriormente para indicar los resultados finales obtenidos y las

variantes en metodologia que se realizaron para obtener los mismos.

La fraccion Tmac48 reporté una masa de 7147,19 Da (tabla 12), lo que sugiere
una composicion de aproximadamente entre 70 y 75 aminoécidos. A partir de
esta informacion, a la fraccion Tmac48 se le determind su amino terminal, sin
reduccién y alquilaciéon, por medio de degradacién automatica de Edman,
encontrandose un amino terminal de 35 residuos de aminoacidos (figura 23). Sin
embargo, como se evidencia en la figura, esta secuencia posee un segmento sin

resolver entre la posicion 25-31.
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Figura 23. Amino terminal de la fraccién Tmac48.

Esta secuencia se obtuvo por degradacion automatica de Edman de forma directa. Las X
representan posibles residuos de cisteina y los espacios en blanco residuos de
amino&cidos que no se lograron resolver durante el desarrollo del método.

Para determinar la cantidad de cisteinas presentes en la secuencia, 40 ug de la
fraccibn Tmac48 fueron reducidos y alquilados, encontrandose un producto de
reaccion que al analizarse por RP-HPLC (método B), se obtuvo una fraccion en

un tiempo de retencion de 30,97 minutos (figura 24).
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Figura 24. Perfil cromatogréfico del péptido T.mac48, reducido y alquilado analizado
por RP-HPLC.

Se resalta la fraccion obtenida al tiempo de retencién de 30,97 minutos, resultado de la
reduccion y alquilacion del péptido Tmac48. Se emple6 el método en gradiente lineal de
0-60% de acetonitrilo 0,12%-TFA, por 60 minutos.
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Esta fraccion o péptido se analizé por espectrometria de masas reportando un
peso de 7612,55 Da, el cual corresponde al péptido Tmac48 reducido y alquilado
(Tmac48RA). Al usar este dato, junto con el obtenido previamente sin reducir ni
alquilar, por medio de la Ecuacion 1 se determind, que la cantidad de residuos de

cisteina corresponde a 8.

Posteriormente para lograr obtener mayor informacion de la secuencia de
aminoacidos del péptido Tmac48, se realizd, digestion enzimatica con
Endopeptidasa Asp-N. Esta enzima fue seleccionada por el numero de residuos
de asparagina que reportdé el amino terminal. ElI producto de la digestion se
analizé por RP-HPLC (método B), obteniéndose 9 fragmentos de la digestion
(figura 25).
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Figura 25. Perfil cromatografico del andlisis del péptido T.mac48RA, después
de la digestion enzimatica por RP-HPLC.

Se resalta la fraccién obtenida al tiempo de retencién de 32,12 minutos, obtenida por la
digestion enzimatica con la Endoproteasa Asp-N, del péptido Tmac48. Para el analisis de

RP-HPLC, se emple6 el método en gradiente lineal de 0-60% de acetonitrilo 0,12%-TFA.
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Teniendo en cuenta que el pico de mayor absorbancia, puede corresponder al
péptido Tmac48 sin ninguna alteracion durante la digestion con la enzima Asp-N
(tiempo de retencion 30,7 aproximadamente), por lo cual, se selecciond la
fraccion que eluyd a un tiempo de retencion de 32,12 minutos para el andlisis de
masas, cuyo resultado reporté dos pesos moleculares: 4863 Da y 5965,42 Da. Al
de menor tamafo (4863 Da) se le realiz6 secuenciacion automatica de Edman en
41 ciclos. Sin embargo, el resultado obtenido fue similar al anterior, por lo que no
se logré resolver mayor informacion de lo anteriormente reportado de la

secuencia del amino terminal de este péptido.

Al no obtener otros resultados sobre la secuencia del péptido Tmac48, se realizd
una nueva digestion enzimatica con Endoproteasa Lys-C obteniendo 7
fragmentos, de los cuales se seleccionaron los fragmentos obtenidos en los
tiempos de retencion de 27,27 y 28,89 minutos (figura 26) que reportaron una
masa molecular de 1955 Da para la fraccion del tiempo de retencién 27,27min y

2251Da para la fraccién en 28,89min.

28,89min

27,27min

006

AU

004 -

000

1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000
Minutss

Figura 26. Perfil cromatogréafico del andlisis del péptido Tmac48, después de la
digestion enzimatica con Lys-C, por RP-HPLC
Se resaltan los fragmentos obtenidos al tiempo de retencion de 27,27 y 28,89 minutos,
obtenidos por la digestion enzimética con la Endoproteasa Lys-C del péptido Tmac48.



74 IDENTIFICACION, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE PEPTIDO(S)
CON ACTIVIDAD CITOTOXICA, PRESENTE(S) EN EL VENENO DE ESCORPION
Tityus macrochirus (BUTHIDAE)

Estos fragmentos se analizaron en secuenciacion automatica de Edman,
obteniendo informacion adicional de secuencia con el fragmento obtenido a los
27,27min de retencion (figura 27).

Muestra /#Residuode |, || 31415161 7(g !9 [10l11]12/13(1al15116|17/18[1[20121/22/23[2al25 26[27/28[29130131(32/33[34135
aminoacido
Secuencia Aminoterminal | ¢\ |\ e faly (ol L (N[ T!s|nl6|x|F[Fla]T|N|swlx|k|T|- - -] ]- |- [k x|k|a
T.mac48
Secuencia fraccion 4 digestion si-lglcleleleltInslwlcinlTlelclk
con Lys-C

Figura 27. Secuencia de aminoacidos del péptido Tmac48.
Se muestra la secuencia obtenida del amino terminal de Tmac48 y la secuencia de
aminoacidos, obtenida del fragmento resultante de la digestion por Lys-C.

De acuerdo a estos resultados, la fraccion Tmac48 presenta un Unico péptido,
con una masa molecular de 7147,19 Da, con 8 cisteinas en su estructura primaria
y un amino terminal que corresponde a la secuencia
GGKEGYPLNTSNGCFFGTNSWCNTECK----KXKA. Sin  embargo, falta

determinar aproximadamente el 50% de su secuencia.

Asi como se analiz6 el péptido Tmac48, se realizé el andlisis de los demas
péptidos que se purificaron completamente, identificandose el amino-terminal de
algunos de ellos. Y la secuencia completa del péptido que se encuentra en la
fraccion FV2-16 (Tabla 13).
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Tabla 13. Fracciones de péptidos con la secuencia de amino terminal determinada.
Se detalla cada una de las fracciones purificadas con la informacion de su secuencia de

aminoacidos.
Procedimiento Masa | Reducido 3
. y o No DIGESTION
de purificacion | Péptido | (kDa) y ) SECUENCIA #AA.
i Cys ENZIMATICA
Alquilado Faltantes
3 48 7147,19 X 8 Asp-N GGKEGYPLNTSWGCKSGCFFGTNSW
y Lys-C CNTECK----KXKA 33
3 49-9 7147,92 - - - GGKEGYPLNTSNGCKSGCFF GTNSX 46
3 51-11 | 7147,82 X 8 -- GGKEGYPLNTSNGCKSGCFFGTNS a7
3 49-11 | 7146,94 - - - GGKEGYPLNTSNGDKNGYFFGVX 46
3 52-14 7388,5 X 8 - KKEGYLVGND GCFYGCFTRAAQXYE 45
3 55-9 7389,57 - - - GKEGYWGNDGCDYGCFTRDAQY 48
4 3959,03 GCNKLGRKCDSDCCRYGERCLSLGSG
FVv2-16 X 6 V8 0
YFCKVDPGA
4 7429,54 LDGYPLSKHNYCKIYCPDDEVCKESCXI
FVv2-34 X 8 38
RAG
4 7822,66 YKDDYPVDTAKRNCKFPCNVIDXEGYC
FV14-13 X 8
SNN 43
4 4834,54 KKDDYPVDTAERNCKFECNIVVDKGYC
FVI3-15 X 8
XNL 13
4 7448,78 LDGYPLSKHNYCKIYCEDDAMCKNSCK
Fv2-21 X 8
I 36
4 7462,45 LDGYPLSKHNYCKIYCEDDAMCKNSCK
FVIi4-8 X 8
IRAGAXNK 34
4 FVI6-10 | 7155,06 X 8 LDGYPLSKVNNCKIYCPDDE 48
4 7389,32 V8-2 GXLVXNDGCXYQCFIWQAXY
FV7-22 X 8
Asp-N DGCKYGCFTRPAQYC 50
4 FVI2-5 7008,7 X 8 KEGYLVGSKGCKLECV 52
7154,16 LDGYPLSKVNNCKIYCPDDDTC------
FVI3-11 X 8 V8-2
EGYLVGNDECK 34
4 7156,16 LDGYPLSKVNNCKIYCPDTX------
FVi4-12 X 8 Asp-N
DVDPNTKMYPG 36
4 FVI5-10 | 7944,5 X 8 - No determinada 51
4 7374,43 KKEGYLVGNDGCKYGCFTRPAQYCES 35
FVi6e-17 X 8
ECSLRXGT
4 FVI7-12 | 7389,5 X 8 Lys_C YGCFTRPAQYCESECSLRK 51




76 IDENTIFICACION, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE PEPTIDO(S)
CON ACTIVIDAD CITOTOXICA, PRESENTE(S) EN EL VENENO DE ESCORPION
Tityus macrochirus (BUTHIDAE)

3.5.7. Analisis LC-MS/MS:

Teniendo en cuenta los resultados de las electroforesis bidimensionales
realizadas, se analizaron 23 spots obtenidos a partir de proteina soluble total del
veneno de T. macrochirus (figura 28).
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Figura 28. Electroforesis bidimensional del veneno total de T. macrochirus.

Se muestra el perfil electroforético obtenido a partir de la proteina soluble total presente
en el veneno de Tityus macrochirus, de los cual se indican 23 spots que se usaron para
el andlisis de LC-MS/MS. Los spots se encuentran marcados desde 1 a 23.
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De los 23 spot analizados, 11 mostraron resultados de secuencias y masas
moleculares de sus péptidos tripticos (tabla 14). Del mismo modo, estas
secuencias permitieron identificar proteinas descritas como metaloproteasas,
fenoloxidasas, nexina, dominio de helicasa y una proteina hipotética. También se
identificaron péptidos caracterizados como toxinas especificas para canales de
sodio y proteina ricas en residuos de cisteina. Sin embargo, los péptidos
identificados como 12, 13, 17 y 22 (tabla 14) no obtuvieron un score mayor a 40
en el alineamiento contra la base de datos, por lo que no arrojaron resultados de
proteina o péptido relacionado. En los spots 1, 3, 5, 7 9-11, 16, 18-22, no se logro

identificar la presencia de péptidos, con el método de busqueda empleado.

Tabla 14. Secuencias de proteinas y péptidos obtenidas por medio de
electroforesis bidimensional del veneno total de T. macrochirus y sus proteinas
semejantes.

SPOT PEP’:‘I'IDO SECUENCIA PROTEINA SEMEJANTE/ORGANISMO/ID* PRECURSOR (Z+) MW
Metaloproteinasa-
2 10 [ ININLIGIDAR Transcriptoma T. obscurus JAT91184.1 606,36 2 1.210,72
Antareasa-Similar a
Zn-metaloproteasa, Tityus sp. [EO-
4 15 | VKYLLSQPR partial 2013] AHE40595.1 631,34 2 1260,68
Metaloproteinasa-
6 1 | ADEPSFIDDSAIPSHPLVLD Transcriptoma T. obscurus JAT91175.1 950,48 2 1.898,96
Proteina rica-
cisteinas-
8 4 [ GSPAQYLDISYIR Transcriptoma T. obscurus JAT91145.1 741,89 2 1.481,78
Neurotoxina Hm-3 Heriaeus
16 | PDGPPGALSCKYK (RecName) melloteei COHJK5.1 646,82 2 1291,64
17 | DCMAYFLSLPR Score <40 695,82 2 1389,64
12 Nexin corta- Ixodes
18 | LGLQAFTK Transcriptoma scapularis XP_002433754.1 630,39 2 1258,78
Proteina 3-
cromodominio enlace Drosophila
19 | EDEPAFLKSTLNK helicasa ADN ficusphila XP_017051832.1 746,39 2 1490,78
Metaloproteinasa-
11 | IRLIGIQAFTK Transcriptoma T. obscurus JAT91132.1 630,39 2 1258,78
13 12 | DCMAYFLSLPR Score <40 695,32 2 1388,64
13 | GHEEYYCK Score <40 543,72 2 1085,44
Fenoloxidasa sub-
14 | GLPDGPQISCK unidad 2 Insectos 686,35 2 1370,7



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/678019123?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=N7HMPBVJ015
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Metaloproteinasa-

" 2 | IRLIGIQAFTK Transcriptoma T. obscurus JAT91132.1 630,39 2 1.258,78
Metaloproteinasa-
3 | QAFTKEDEPAFIK Transcriptoma T. obscurus JAT91128.1 960,03 2 1.918,06
15 Metaloproteinasa-
20 | IRLIGIQAFTK Transcriptoma T. obscurus JAT91132.1 630,39 2 1258,78
17 Proteina hipotetica- Trachymyrmex
21 | KADLLFLFTK parcial ALC56_09001 septentrionalis KYN37210.1 598,94 2 1195,88
22 | DCMAYFLSLPR Score <40 694,81 2 1387,62
Toxina canal de sodio-
5 | DCNVLDDEGYCDNLCK Transcriptoma T. obscurus JAT91185.1 1068,92 2 2.135,84
Toxina canal de sodio-
6 | KKDDYPVDTAK Transcriptoma T. obscurus JAT91185.1 576,28 2 1.150,56
Toxina canal de sodio-
z 7 | ASCYCYGLPDDSPTK Transcriptoma T. obscurus JAT91185.1 867,36 2 1.732,72
Toxina canal de sodio-
8 | KKDDYPVDTAK Transcriptoma T. obscurus JAT91185.1 640,33 2 1.278,66
Toxina canal de sodio-
9 | WLACYCYNMP Transcriptoma T. obscurus JAT91098.1 12775 2 2.553,00

*ID: Cadigo en base de datos

3.6. Andlisis de Resultados.

En la purificacion de los péptidos presentes en el veneno de T. macrochirus, se
plantearon cuatro procedimientos, para lograr su posterior caracterizacion

estructural y funcional.

En el procedimiento 1, el primer método se baso en la resolucién que posee el
soporte de BioGelP30, especifico para la purificacion de péptidos, pero el
porcentaje de recuperacion del método, de acuerdo a la cantidad de proteina total
analizada y la cantidad de proteina total obtenida en cada fraccién, fue menor a
1%, situacion que se puede atribuir que durante la purificacion por medio de
BioGelP-30, las proteinas y péptidos del veneno realizan interacciones no
especificas con el soporte, o que durante la liofilizacién de las muestras se perdio
gran porcentaje de las mismas, en el proceso de congelacién, reflejado en la baja
concentracion obtenida de cada fraccion. Concentracion inferior al limite de

deteccion de HPLC, la cual debe ser mayor de 1 pg, por lo cual no se logro
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observar ningun tipo de sefial correspondiente a péptidos purificados (116);.
(Anexo C Tabla C1, Figura C1).

Teniendo en cuenta los diferentes métodos planteados para la purificacion de
péptidos de venenos de escorpion, ademas de las cromatografias de filtracion en
gel y HPLC, también se han desarrollado cromatografias de intercambio i6nico
(Procedimiento 1 Anexo C Figura C3 y C4). Los resultados obtenidos no fueron
satisfactorios, atribuido principalmente a que los péptidos presentes en el veneno
de T. macrochirus, no realizaron interaccion con el soporte de DEAE, asumiendo
gue el pH del buffer PBS (con pH 7,4), no es lo suficientemente mayor a su punto
isoeléctrico para que todos los péptidos se logren cargar negativamente y realicen
la interaccion con el soporte DEAE. En el procedimiento 1 también, se realizo
cromatografia de intercambio cationico eluida con PBS pH 7,4. Los resultados
obtenidos fueron similares a lo obtenido por la cromatografia de intercambio
anionico, debido a que los péptidos en el pH del buffer en el cual se realiz6 el
intercambio, no logran cargarse positivamente para realizar la interaccion con el
soporte de Carboxi-Metil. Por lo cual la purificacion de los péptidos por los
métodos del procedimiento 1 no es eficiente, reflejado en los porcentajes de
rendimiento y las concentraciones de proteina obtenidas (Anexo C -Tabla C2,
Figura C5).

La mayoria de los métodos propuestos para la purificacion de péptidos presentes
en venenos de escorpion, se basan en métodos cromatogréficos. En el presente
trabajo se planteo la ultrafiltracion (procedimiento 2) como método de purificacion
parcial de los péptidos presentes en el veneno de T. macrochirus, al tener en
cuenta los pesos moleculares de las proteinas y péptidos presentes en este
veneno (116, 137, 138, 39, 128, 50)

De acuerdo con la metodologia planteada (Diagrama 1 y 3), se logré purificar
parcialmente los péptidos presentes en el veneno de T. macrochirus, ademas que
las concentraciones de proteina total obtenidas en cada una de las

ultrafiltraciones y en especial del retentato final obtenido en Amicon Ultra-0,5®-3



80 IDENTIFICACION, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE PEPTIDO(S)
CON ACTIVIDAD CITOTOXICA, PRESENTE(S) EN EL VENENO DE ESCORPION
Tityus macrochirus (BUTHIDAE)

kDa, que corresponde a los péptidos de 3 a 10 kDa, fueron superiores, en
comparacién a lo obtenido con los métodos cromatograficos propuestos en el
procedimiento 1 (Anexo D Figura D1). Por el método de ultrafiltracion, se logra
retirar cierta proporcion del solvente en el que se encuentra la muestra, mientras
que, en los métodos de cromatografia, por la cantidad de solvente eluido, para su
separacion, puede diluir las muestras de veneno y por ende la concentracion de

las fracciones obtenidas son muy bajas.

La purificacion se evalué por RP-HPLC, y al comparar los cromatogramas de RP-
HPLC del retentato de Amicon Ultra-0,5®-3 kDa, con el del veneno total, se logra
diferenciar sefiales que se mantienen y otras que son excluidas durante el
desarrollo del método, (Figura 17), por lo que se propone que las sefales
corresponden a péptidos con pesos moleculares entre el limite de exclusion de
Amicon Ultra-0,5®-3 kDa. Las sefiales que se conservan corresponden a los
tiempos de retencion de 22, 29, 31, 32 y 34 minutos (Figura 17), que podrian
corresponder a péptidos con pesos moleculares de 3 a 7 kDa, ya que por analisis
de RP-HPLC de diferentes venenos de escorpion se ha determinado que en estos
tiempos de retencién se logra obtener péptidos con pesos moleculares de este
rango. Como también una sefial en el tiempo de retencién de 57minutos, que
podria corresponder a un péptido con un peso molecular de 10 a 11 kDa. Siendo
el rango limite de exclusion del Amicon Ultra-0,5®-10 kDa (48, 44, 56, 137). Lo

gue indica que el método de ultrafiltracion es favorable para la purificacién parcial
de los péptidos presentes en el veneno de T. macrochirus, y se podria aplicar

para la purificaciéon de otro tipo de péptidos.

Otro de los métodos clasicos para la purificacion de péptidos presentes en
venenos de escorpion es por medio de RP-HPLC, en columnas de C18 ya sea a
partir de veneno total o de fracciones obtenidas por cromatografias de columna
abierta (44, 48, 55, 56, 126, 137). Por lo cual se planted el procedimiento 3 en
donde a partir del veneno total de T. macrochirus, se logré obtener 72 fracciones
de péptidos (figura 18), de las cuales, 23 fracciones, se les realizo analisis
de masas, reportando pesos moleculares de 3 a 10 kDa (Tabla 4). Teniendo

en
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cuenta la masa molecular determinada, se predice que en el veneno de T.
macrochirus, se encuentran péptidos especificos para canales de K* y canales de
Na* (23, 39, 54, 55, 33, 126). Al tener en cuenta el tiempo de retencion de cada
una de las fracciones de péptidos obtenidas, se relaciond con el caracteristico de
los péptidos que se han purificado en venenos de escorpiones de la familia
Buthidae. Asi, los péptidos obtenidos entre los tiempos de retencion de 20 a 31
con % de elucion del acetonitrilo entre 20-31%, corresponden a péptidos con
pesos moleculares entre 3 a 5 kDa, caracteristica observada en las fracciones 27
a 41 (%Acetonitrilo de 27-41) (Tabla 4). y se pueden clasificar como toxinas
especificas para canales de K*, mientras los componentes con tiempos de
retencién de 30 a 40 minutos (%Acetonitrilo de 30 a 40), corresponden a péptidos
con una masa de 6 a 7 kDa, dato correspondiente para las fracciones de péptidos
denominados 45-46, 48 -57 que podrian corresponder a péptidos especificos para
canales de Na*. (44, 48, 56, 137, 55, 126). Aunque Batista y colaboradores (48),
también propone que en los tiempos de retencion de 40 a 60 minutos se logran
obtener péptidos de masa molecular 10 a 11 kDa, estos péptidos en la
purificacion realizada del veneno T. macrochirus, se obtuvieron entre un tiempo
de retencion de 36 a 45 minutos, donde algunas fracciones de estas aun
presentan péptidos con masa molecular de 6,5 a 7,3 kDa, de las fracciones 57 y
61 respectivamente. También se resalta la fraccion 63 obtenida en un tiempo de
retencion de 44,4 minutos con un peso molecular de 14,7 kDa (tabla 4). Ya que
este tipo de polipéptidos se logra obtener un rango de tiempo de retencion de 50
a 60 minutos (Figura 18, Tabla 4) (44, 48, 56, 137, 126, 55). En la re-
purificacion de las fracciones que reportaron pesos moleculares de 7 kDa, se
logré obtener siete péptidos puros y 10 fracciones parcialmente purificados (tabla
5). Estos nuevos péptidos pueden corresponder al grupo de péptidos especificos
a canales de Na*, teniendo en cuenta su peso molecular y el porcentaje de

acetonitrilo en el cual eluyen durante la purificacion (21, 38, 57, 61, 62).

Por udltimo, en la purificacion de péptidos realizada por el procedimiento 4, se

logro purificar mayor cantidad de péptidos (Figura 19-22). Ademas, que, en la
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cromatografia de filtracion en gel, el porcentaje de recuperacion de proteina fue
del 71%. Lo que indica que la recuperacion de proteina es satisfactoria,
especificamente para la obtencidén de las fracciones V y VI, donde tedricamente
se encuentran los péptidos de interés, dado al limite de exclusion del soporte, que
corresponde de 1.000-100.000 Da. En este caso las fracciones no fueron
liofilizadas y ademés fueron eluidas con buffer de acetato de amonio pH 4,7 de
acuerdo a la metodologia planteada por Possani L.D y colaboradores (139).
Factores que podrian influir en la conservacion de la estructura de las proteinas y

péptidos del veneno.

Por otro lado, partiendo de las fracciones FV y FVI, obtenidas en la cromatografia
de filtracion en gel Sephacryl S-100, al realizar la cromatografia de intercambio
catidnico, con acetato de amonio pH 4,7, se logré resolver mayor cantidad de
fracciones (Figura 22, Anexo E), lo que represento que el porcentaje de
purificacion permite realizar posteriores purificaciones para obtener mayor
cantidad de péptidos (tablas 6-11). Comprobando que el pH del buffer

empleado, es importante para la interacciéon de los péptidos con el soporte y
asi mismo se realice una primera purificacion satisfactoria. Siendo resultados
similares a lo reportado por Possani L.D y colaboradores (139), a partir del
veneno de T. serrulatus. En donde se describe este tipo de cromatografia para
la purificacion de la mayoria de los péptidos que se encuentran en el veneno de

esta especie de escorpion.

El método de intercambio catiénico, ha sido empleado por diferentes autores para
llegar a la purificacion de péptidos presentes en venenos de diferentes especies
de escorpion, como también cada una de las fracciones obtenidas por estos
métodos han sido empleadas para otro tipo de analisis como pruebas de
citotoxicidad y antimicrobianas (131, 140). Las fracciones FV y FVI, se analizaron
por RP-HPLC (método B), (tablas 9-11, figuras 20-22), obteniendo 27 péptidos
puros y 5 péptidos parcialmente purificados, al compararlo con los péptidos
obtenidos por el procedimiento 3, se lograron obtener mayor cantidad de
péptidos puros. Con base al analisis de masas (Tablas 9-11). Se lograron

obtener 11 péptidos con masa
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molecular de 3 a 4 kDa, 27 con masa molecular de 7 a 7,5 kDa y uno de 11 kDa.
Con esta ultima fraccion, y al comparar los métodos de purificacion de péptidos
del veneno de T. macrochirus, comprueba que el método de purificacion desde
filtracion en gel, fue eficiente para separar los componentes proteicos con un
peso molecular superior a 15 kDa, ya que en proporcion en la purificacion
realizada directamente del veneno por RP-HPLC, se nota la presencia e interfiere

en la purificacion de los péptidos de interés (tablas 9y 11).

De acuerdo con los procedimientos realizados para lograr la purificacion de los
péptidos presentes en el veneno de T. macrochirus, se logra obtener mayor
cantidad por medio de los procedimientos 3 y 4 (tabla 12), aunque no se debe
descartar el procedimiento 2 (ultrafiltracién), ya que se logra obtener péptidos
parcialmente purificados y realiza seleccion por peso molecular, siendo una de

las principales caracteristicas de los péptidos de venenos de escorpion.

De acuerdo a la caracterizacion de la estructura primaria de los péptidos
purificados, se identifico la presencia de residuos de cisteina, lo que permitid
clasificarlos como péptidos con puentes disulfuro (DBPs) de los cuales la mayoria
de los analizados poseen 8 residuos de cisteina, y se destaca al péptido FV2-16,
posee 6 residuos de cisteina, el cual fue obtenido por el procedimiento 4 (tabla

13). Y al relacionar esta caracteristica con la masa molecular determinada de
cada uno de ellos se puede predecir que los que poseen masa de 4 a 7kDa con 8
residuos de cisteina podrian actuar sobre canales de Na*, mientras que el péptido
FV2-16 por reportar una masa molecular de 3959.02 Da y 6 residuos de cisteina
podria actuar sobre canales de K* caracteristicas que permiten, clasificarlos en
uno de los dos grupos generales de toxinas o péptidos de venenos de escorpion
NaScTxs o KTxs, respectivamente (21, 38, 57, 61, 62, 141).

Los péptidos tripticos, obtenidos a partir de la separacion del veneno total de T.
macrochirus, por electroforesis bisdimensional (tabla 14), comprobaron la
presencia de proteinas y péptidos caracteristicos de los venenos de escorpion.
De acuerdo al andlisis realizado, estos péptidos poseen mayor identidad con los
péptidos y proteinas reportados en el veneno de T. osbcurus. Este tipo de
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escorpion pertenece tanto a la misma familia como a al mismo género, con lo que
se puede concluir que existe relacion filogenética entre las dos especies de
escorpiones, reflejada en el porcentaje de identidad entre las secuencias de
proteinas y péptidos analizados. Una de las proteinas que se reportdé con una alta
identidad es la metaloproteasa, que ha sido catalogada como la responsable de
desarrollo de pancreatitis como consecuencia de la picadura de escorpion. Esta
proteina también se encuentra en el veneno de T. serrulatus, denominada

antareasa, similar a la identificada en el veneno de T. osbcurus (142).

La neurotoxina Hm-3, corresponde a un péptido inhibidor de la activacion del
canal de sodio, identificada en el veneno de arafia cangrejo, lo cual se puede
relacionar filogenéticamente por pertenecer a la misma clase taxonémica (143).
Otro de los péptidos que se relaciona con la clase aracnida, se trata de la nexina,
la cual ayuda al mantenimiento y funcionalidad de la superficie celular, para el
reconocimiento de canales i6nicos (144). Por ultimo se identifican proteinas
comunes a los invertebrados, como es la Fenoloxidasa, la cual es importante en
el sistema inmune de los insectos (145).

En cuanto la proteina rica en cisteinas, pertenece al grupo de toxinas
caracteristicas de los venenos de escorpién y de estas mismas se originan la
toxinas con actividad en canales ionicos, las cuales se encontraron en gran
cantidad en este trabajo a partir del veneno de T. macrochirus, y que han sido
identificadas previamente por su actividad sobre canales de sodio (21). Teniendo
en cuenta que la mayoria de los péptido fueron semejantes a los identificados en
el escorpion T. osbcurus, se predice que estos dos escorpiones poseen gran
cercania a nivel filogenético, a pesar de hallarse distantes en su distribucion

geografica (33)
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4. Evaluacion de la Actividad del Veneno y de las Fracciones de Péptidos
Purificados.

4.1. Veneno de escorpién y sus efectos en las células.

Los escorpiones, a lo largo del tiempo han sido considerados como una amenaza
para el hombre, principalmente por las manifestaciones clinicas que desarrolla el
veneno en el momento que entrar en contacto con el organismo. Sin embargo,
algunos venenos han sido empleados en medicina tradicional, por ejemplo se ha
descrito en la cultura China, desde la Dinastia Song (A.D. 960-179), se han
empleado los cuerpos secos y enteros del escorpidén, para calmar el dolor
desarrollados por enfermedades como meningitis, paralisis cerebral, reumatismo,
entre otras, como también tanto los cuerpos de escorpiones como su veneno han
sido empleados en el tratamiento de enfermedades neurales, tales como
apoplejia, epilepsia, paralisis facial y hemiplejia (78, 146-151). A partir de estas y
otras propiedades terapéuticas observadas, se han realizado diferentes estudios
sobre los componentes del veneno de escorpion, siendo a los que les atribuyen
los efectos terapéuticos que posee el veneno.

En los venenos de escorpion se encuentra varios componentes, de los cuales, los
principales se tratan de péptidos neurotdxicos, capaces de modificar la
funcionalidad de canales i6nicos (68). Entre estos péptidos se han diferenciado,
los péptidos o toxinas capaces de reconocer canales de sodio y clasificadas de
acuerdo al sitio de union al canal y por ende su actividad en el canal idnico (21,

152). También se encuentra en gran cantidad péptidos especificos para canales
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de potasio, los cuales han sido empleados en la caracterizacion estructural y
funcional de los canales de potasio (68, 153). Otros de los péptidos purificados y
caracterizados en los venenos de escorpion, se encuentran las toxinas capaces
de reconocer o actuar como ligando en los receptores de Ryanodina de los
canales de calcio, toxinas empleadas para el estudio de este tipo de canales de
calcio (21, 56, 58, 68). En este mismo grupo se encuentra la kurtoxin y la KLI, del
veneno de Parabuthus granulatus, que inhiben la apertura del canal de calcio
dependiente de voltaje (T-Tipo Ca?*), en células germinales masculinas de raton,
proponiendo que logran alterar el funcionamiento del tejido cardiaco y neural
(154). Como también las toxinas que reconocen canales de cloro, una de las
identificadas en venenos de escorpién, por ejemplo en el veneno del escorpién L.
quinquestriatus, se han identificado y caracterizado péptidos capaces de
reconocer y modificar la actividad la funcion de los canales de cloro, uno de estos
se denomina el péptido GaTx2, el cual inhibe la funcién del canal de cloro CIC-2
(155)y el péptido con un masa molecular de 3,7 kDa, denominado GaTxl1,
ademas de reconocer canales de cloro, es capaz de inhibir el regulador de

fibrosis quistica a nivel en conductancias transmembranales (156).

Otros de los efectos investigados del veneno y sus péptidos y especificamente en
especies de escorpiones clasificadas en la familia Buthidae, es la antimicrobiana,
por ejemplo, a partir del veneno de Lychas mucronatus se ha establecido que el
péptido Mucroporin-M1 inhibe la replicacion del virus de Hepatitis-B (157), y el
péptido BmKn2, asi como su derivado Kn2-7 tienen actividad sobre el virus VIH-1
(158), también se ha caracterizado la actividad del veneno y sus componentes,
sobre células cancerosas. En lo cual, diversos estudios han demostrado que esta
sustancia logra inhibir la proliferacion del cancer, disminuye el ciclo celular e
inhibe la metéastasis (149, 159, 160), en el caso de células de glioma induce la
apoptosis e inhibe su crecimiento (161). Uno de los ejemplos especificos es el
veneno del escorpion Buthus martensii Karsch, del cual, se ha observado efectos

sobre lineas celulares provenientes de cancer de mama, pulmén y proéstata,
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gliomas, neuroblastoma, leucemia y linfoma, (149). Otro de los ejemplos es el
péptido TsAPs del veneno de T. serrulatus que actia como anti-proliferante en
células derivadas de tumor de pulmén, seno prostata y glioblastoma. (24). Estos
efectos observados dan la posibilidad de desarrollar otras alternativas como
tratamiento para el cancer, el cual es una de las enfermedades con mayor
porcentaje de mortalidad a nivel mundial. En 2015 con base a los datos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS 2017 (162), las muertes reportadas a
causa del cancer fueron de 8,8 millones; en esta cifra se encuentran las muertes
asociadas a los cinco tipos de cancer mas comunes a nivel mundial, como son: -
Pulmonar (1,69 millones defunciones); -Hepatico (788.000 defunciones); -
Colorrectal (774000 defunciones); -Gastrico (754000 defunciones) y —Mamario
(571000). Asi, teniendo en cuenta estas cifras y los efectos reportados que
desarrollan los venenos de escorpiones y sus componentes proteicos sobre las
células de diferentes tipos de cancer, en el presente trabajo se determind que
tanto el veneno como algunos de los péptidos purificados del escorpion T.
macrochirus logran disminuir la viabilidad celular de lineas celulares provenientes
de cancer de proOstata, colon, mama y cérvix, de una forma selectiva y

dependiente de su concentracion.

Otros de los componentes que se encuentran en los venenos de escorpion, tales
como; metaloproteasas, fosfolipasas y hialuronidasa, poseen funciones o efectos
especificos, que también se pueden relacionar con el efecto de toxicidad que
produce el veneno, en el organismo que emponzofia. Entre las metaloproteasas,
se encuentra la antareasa, la cual es el primer miembro de una nueva clase de
metaloproteasas, presentes en varios géneros de escorpion (163), que fue
purificada a partir del veneno de T. serrulatus, y se caracteriza por ser capaz de
inhibir la exocitosis en el pancreas y al actuar sobre VAMP2, siendo el
mecanismo responsable de la pancreatitis que causa la picadura del escorpion
(142, 164).

En cuanto a las fosfolipasas, se han caracterizado en los venenos de escorpion,

las fosolipasas de tipo A2 (PLA2), que cataliza la hidrolisis de glicerolfosfolipidos
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en la posicion dos, produciendo acidos grasos libres y lisofosfolipidos (165).
También pueden encuentran las fosfolipasas de secrecion (sPLA2), algunos
ejemplos de estas son: -La Imperatoxina y fosfolipina del veneno de Pandinus
imperator (166, 167); la Phaiodactylipin de Anuroctonus phaiodactylus (168) y la
Heteromtoxin (HMTx) del Heterometrus laoticus (127). Este tipo de enzima es de
gran importancia para el escorpion, ya que interviene en el metabolismo de
fosfolipidos, la inflamacién, la captura y la digestion de la presa (168). Otra de las
enzimas caracteristica de los venenos de escorpion, es la hialuronidasa, cuya
funcién principal es catalizar el acido hialurénico presente en la matriz extracelular
de las células del organismo que emponzofia (20, 169), siendo una enzima que
interviene en la propagacion en los venenos, facilitando la difusion de los demas
componentes del veneno en los tejidos de la presa o de la victima, originando un
envenenamiento de tipo sistémico. En el veneno del escorpion T. serrulatus, se
ha reportado este tipo de enzima (20, 22), caracterizada por tener un peso
molecular de 51 kDa y ademas de hidrolizar el &cido hialurénico y su funcién
puede ser alterada por otro tipo de compuestos como flavonoides (20).

Teniendo en cuenta los mdultiples compuestos que poseen los venenos de
escorpion y la funcién que poseen y que dan lugar al nivel toxico que desarrollan
en las presas o0 en las victimas, en este trabajo se identifico la actividad biolégica
de algunos de sus componentes, logrando de esta manera realizar una
caracterizacion funcional de algunos de los componentes del veneno de T.

macrochirus.
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4.2. Desarrollo metodoldgico:

4.2.1. Evaluacién de la actividad citotoxica del veneno de T. macrochirus
y sus péptidos purificados, en lineas celulares provenientes de
tumores

El veneno total y las fracciones purificadas del veneno del escorpion Tityus
macrochirus, se evaluaron en diferentes concentraciones, para observar la
disminucién del porcentaje de viabilidad celular de las lineas celulares
provenientes de células tumorales de; colon (HT-29, obtenido de tejido de colon
humano, con morfologia epitelial, de propiedades adherentes, con enfermedad
adenocarcinoma colorrectal) (170), cérvix (SIHA , obtenidas de tejido de cérvix
humano, con morfologia epitelial, de propiedades adherentes, con enfermedad de
grado IlI, carcinoma de células escamosas) y Hela, (obtenidas de tejido de cérvix
humano, con morfologia epitelial, de propiedades adherentes, con enfermedad
adenocarcinoma) (170); seno (MDA-MB231 o HTB-26, obtenidas de tejido de
glandula mamaria/mama, derivado del lugar de la metéastasis: derrame pleural,
con morfologia epitelial, de propiedades adherentes, con enfermedad
adenocarcinoma) (170), préstata (PC3, obtenidas de tejido de préstata, derivado
desde el sitio de metéastasis: hueso de humano, con morfologia epitelial, de
propiedades adherentes, con enfermedad de grado 1V, adenocarcinoma) (170) y
pulmén (A549, obtenidas de tejido de pulmon de humano, con morfologia
epitelial, de propiedades adherentes, con enfermedad de carcinoma) (170).
Ademas, se empled la linea celular MRC-5 que se deriva de tejido normal de
pulmén (células adherentes tipo fibroblastos de pulmén) (170) y cultivo primario
de neuronas hipocampales, que fue obtenido de embriones de 18 dias de rata
Wistar realizado en el Grupo de Investigacion en Proteinas GRIP 2016 (171), con
base a los reportado por Longart (172, 173).

El cultivo celular se realizé en medio de EMEM (para la linea celular PC3) y RPMI
(para las lineas celulares PC3, HT-29; SiHa, HelLa, HTB-26, A549 y MRC-5), los

dos medios fueron suplementados con 10% de suero fetal bovino y 1% de
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antibidtico-antimicotico. En el caso del cultivo primario de neuronas se empled
medio PNGM (constituido por: 2% de NSF1, 2mM de L-Glutamina; antibiético 50
pg/mL de Gentamicina y 37 ng/mL de Amforericina- del KIT de LONZA). El
crecimiento de cada una de las lineas se control6 a 37 °C y 5% de COz2. (174).
Los ensayos de citotoxicidad se realizaron por triplicado de cada una de las
muestras (tabla 4), sembrando 10000 células/pozo, sincronizadas por 24 horas a
37 °C y 5% de CO2. Una vez alcanzada la adherencia de las células, éstas se
incubaron con veneno total o fracciones de péptidos purificados en un rango de
concentracion de 0 a 10 pg/mL. Para el control negativo, las células se trataron
con medio de cultivo DMEM, RPMI o PNGM, segun la linea celular, con el que se
determind el 100% de viabilidad celular y para el control positivo se empledé SDS
con una concentracion de 78 pg/mL en PBS.

Cada una de las lineas celulares tratadas con los estimulos (veneno 6 péptidos) y
sin estimulo se incubaron por 24 horas a 37°C y 5% de COz2. El porcentaje de
viabilidad celular se determiné por medio del método de reduccion de la sal de
tetrazolium (MTT) (174), empleando 20 pL de la solucion de MTT con una
concentracion de 0,5 mg/mL y se adicionaron 100 pL del medio correspondiente a
cada linea celular tratada en cada pozo. Las placas de células se incubaron por 3
horas a 37°C, 5% de CO2y 95% de humedad. Una vez transcurrido el tiempo, se
retird la solucion y se agregaron 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO) a cada pozo,
se incub6 cada placa a 37°C por 15 minutos para disolver los cristales formados y
se realizé la lectura de absorbancia a 540 nm (174). Los datos se analizaron por
regresion y andlisis de varianza de un factor por ANOVA TUKEY IC50 para cada
linea celular, considerando un nivel de significancia de 0,01.

4.2.2. Toxicidad en mamiferos e insectos del veneno de T. macrochirus:

La toxicidad del veneno total y de las fracciones obtenidas en la purificacion, se

realiz6 sobre mamiferos (ratones de aproximadamente 20 g de peso corporal) e
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insectos (grillos). En el caso de los ratones, se inocularon con 1 pug de cada una
de las muestras por via intracraneal, mientras que los grillos fueron inoculados
con 5 ug de cada una de las muestras en el abdomen del insecto. Se emplearon
un animal por cada muestra y se observaron durante 24 horas maximo y se

registraron sus comportamientos durante este tiempo.

4.2.3. Actividad de péptidos purificados sobre canales de potasio

Se seleccionaron dos péptidos purificados del veneno de T. macrochirus,
denominados FV2-16 y FV8-3, con masa molecular de 3959,03 Da y 4045,28 Da
respectivamente, ya que es una de las caracteristicas de toxinas con actividad en
canales de K*. La actividad de estos dos péptidos se realizé por la técnica de
patch-clamp en modo de voltaje-clamp, en células con expresién de canales de
potasio hKv1.3, de acuerdo en la metodologia descrita por (130, 175, 176). (Esta
metodologia fue realizada por Departamento de Biofisica y Biologia Celular de la
Universidad de Debrecen, Egyetem y el Grupo de Investigacién en Biologia

Celular y Sefalizacion Universidad de Debrecen Egyetem, Hungary).

4.2.4. Actividad enzimatica del veneno total de T. macrochirus:

4.2.4.1. Actividad Fosfolipasa:

La actividad fosfolipasa se determiné mediante la hidrélisis realizada por el
veneno o las fracciones con pesos moleculares mayores a 10 kDa obtenidas en la
cromatografia de filtracion en gel, sobre los fosfolipidos presentes en la yema de
huevo (177). Para el desarrollo de este ensayo, se emplearon 36 mL de solucion
de NaCl al 0.86% en la cual se disolvieron 12 mL de yema de huevo. Para

preparar el gel se emplearon 0,5mL de soluciéon de yema de huevo, mas 50 mL de
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una solucién de agarosa al 0,6% en buffer Tris 50 mM pH 7,95 y 0,5 mL de
solucién de CaClz2 10 mM (Solucién de fosfolipidos). Una vez obtenida la solucion
de fosfolipidos, se emplearon 15 mL de ésta, se agregaron 80 pL de colorante de
rodamida- G y se realizaron geles de 2 mm de espesor en cajas de Petri. Una vez
solidificado el gel de la solucion de fosfolipidos se realizaron pozos de 2 mm de
diametro y se aplicaron en cada uno de los pozos 10, 20 y 40 ug de veneno total
de T. macrochirus. En el caso de las fracciones de filtracion en gel, se usaron 20
Hg de cada una. Como patrén positivo se sembraron 20 ug de veneno total de
Vaejovis punctatus y control negativo agua destilada. Se incubaron las cajas de
Petri a 37°C por 12 horas y se observé si en cada uno de los pozos que
contenian las muestras evaluadas, se dio la formacion de un halo alrededor de

los mismos (177).

42.4.2. Actividad Proteolitica:

Se evalud la actividad proteolitica del veneno total, empleando como sustrato
azocaseina (solucion de 5 mg/mL en Tris HClI 50 mM pH7.95). El método se
realizo por triplicado por medio de las siguientes muestras:

Muestra 1(M1): 85 pL de solucion de solucién de azocaseina, con 10 pg de
veneno total, 1,25 pL de solucién de MgSO4 100 mM y 1,25 pL de solucién de
CaCl2 0,1 mM.

Muestra 2 (M2): 85 pL de solucién de solucion de azocaseina, con 10 ug de
veneno total, y 1,6 yuL de las soluciones de MgSO4 100 mM; CaCl2 0,1 mM y
ZnCl24 29,35mM.

Muestra 3 (M3): 85uL azocaseina, con 10ug de veneno total, y 5uL de solucion de
ZnCl2 29,35mM.

Blanco 1(B1). 10ug de veneno con 85 uL de agua destilada

Blanco 2(B2). 10ug de veneno con 85 pL de azocaseina.

Blanco 3(B3). 10ug de veneno con 85 pL de azocaseina.
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Cada una de las muestras y los blancos se incubaron a 37°C por 90 minutos;
transcurrido el tiempo se centrifugaron a 1000 rpm por 5min. De la centrifugacion
se separaron 100 uL de cada sobrenadante, y se les adiciond 100 pL de solucién
de NaCl 0,5 M. Se determiné su absorbancia a 450 nm. (178, 179).

4.2.4.3. Actividad de Hialuronidasa:

Para la evaluacion de esta actividad, se realizé el método turbidimétrico (180), en
el cual se emplea como buffer de reacciéon fosfato de sodio 0,1 M pH 5,8, que
contiene 0,15 M de NaCl y como sustrato se empledé una solucion de acido
hialuronico 400 pg/mL en buffer fosfato de sodio pH 5,8. El exceso de acido
hialuronico resultante después del tiempo de reaccibn se precipitd con
cetilpiridinio al 10% en agua y se realizo lectura de absorbancia a 540 nm (180).
Para determinar la cantidad de &cido hialurénico degradado, se realizé una curva
de calibracion con diferentes cantidades de acido hialuronico (fabla 15) y el
célculo del porcentaje de actividad se calculd, por medio de la ecuacién de la
recta de la curva de calibracién, relacionandolo con el porcentaje de la
concentracion de acido hialurénico resultante de la reaccion (Ecuacion 2 parte Ay
B) (180).

Tabla 15. Curva de calibracion de acido hialurénico. Empleado para el método de

actividad de Hialuronidasa. *Corresponde a la muestra de veneno o de la fraccion evaluada. El
volumen usado depende de la concentracion de la muestra evaluada.

MUESTRA | SOLUCIC’)I’\I DE BUFFER pH 5,8 | ACIDO HIALURONICO
ACIDO HIALURONICO (uL) (uL) [mg/mL]

1 50 50 0,2
2 40 60 0,16
3 30 70 0,12
4 20 80 0,08
5 10 90 0,04
6 5 95 0,02
7 0 100 0

8* 50 50 0,2
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Parte A
o/ Aei
; % A"f° Concentracion de acido Hialurénico = x 100
Hialurnéico = 0.2*
’
Parte B
% Actividad

Hialuronidasa= 100- % Acido Hialurénico

Ecuacion 2. Determinacion del porcentaje de actividad de la Hialuronidasa.
Parte A: Determinacion del porcentaje del acido hialurénico resultante de la reaccion.

Parte B: Porcentaje de la actividad de Hialuronidasa. *0,2 normalizaciéon de la actividad
(180).

4.2.4.4. Actividad Proteolitica y de Hialuronidasa:

Esta actividad se realiz6 por medio de zimogramas, empleando geles de
poliacrilamida de SDS-PAGE al 12%T (Anexo A). En estos geles se sembraron
muestras de veneno total (20 pg) y fracciones de purificacion con componentes

cuyas masas moleculares fueran de mas de 10 kDa (5 pg). En el caso de

actividad hialuronidasa, el gel se polimeriz6 con acido hialurénico a una

concentracion final de 400 pg/mL, mientras que para la actividad proteolitica los

geles poseian una concentracion final de 2% de caseina 6 2% de gelatina.

Actividad hialuronidasa: Una vez terminada la corrida electroforética, cada
uno de los geles, se incubo con buffer Tris HCI 50 mM pH 8,0, Triton-X100
al 10%, por 30 minutos. Pasado este tiempo se lavo el exceso de Triton-
X100 con buffer Tris HCI 50 mM pH 8,0 dos veces, por 30 minutos y se
incubacion con Buffer Tris HCI 50 mM pH 8,0 que contenia NaCl 0.15 My
CaCl25 mM, por 17 horas a 37°C. Posterior a este tiempo, cada gel se lavo

con agua tetradestilada dos veces, por 5 minutos.
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Los geles se tifieron con solucién de 0,5% strains-all, 5% de Formamida, 20%
isopropanol en Buffer Tris HCI 0.015 M pH 7.95 (esta tincién se realizd en la
oscuridad, por 18 horas). La decoloracion del gel se realizé con solucién de 5%
Formamida, 20% isopropanol en Buffer Tris HCI 0.015 M pH 7.95, agitando
suavemente hasta observar las bandas de hidrolisis, momento en el cual se retird
la solucion de decoloracion.

e Actividad Proteolitica. Los geles se tifieron con azul de coomassie al 0.02%
en una solucion 40% metanol y 10% acido acético, durante 10 horas.
Pasado este tiempo, los geles se decoloraron usando la misma solucion,
pero sin azul de coomassie, hasta observar las bandas de hidrolisis. (181-
189, 190)

4.3. Resultados

4.3.1. Citotoxicidad del veneno total de T. macrochirus. en lineas
celulares provenientes de cancer.

En los resultados preliminares obtenidos del efecto citotdéxico del veneno sobre
diferentes lineas celulares provenientes de tumores, se observd que el veneno
logro reducir la viabilidad celular de algunas de éstas, mostrando mayor efecto en
la linea celulares PC3, seguido de HT-29 y MDAMB 231 (Anexo F Figura F1),
(116);También se observo que la fraccion parcialmente purificada del veneno
total, que fue obtenida por el método de ultrafiltracion, y denominada como VTnP,
redujo la viabilidad celular de la linea celular HeLa hasta un 56%, diferente a lo
observado por el efecto del veneno total sobre otra linea celular de cancer de
cérvix (SiHa) (anexo F, Figura F-3) (116). Con base en estos resultados
preliminares, se decidié ensayar las fracciones de péptidos que se encontraran en

una mayor cantidad, sobre diferentes lineas celulares provenientes de tumores y
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sobre un cultivo primario de neuronas, ésta Ultima con el fin de evaluar el posible
efecto neurotoxico de cada uno de los péptidos. A continuacion, se describen los

resultados obtenidos.

Se seleccionaron 15 fracciones de péptidos obtenidas por el diagrama de
purificacion descrito en el procedimiento 3 (tabla 4) y se realiz6 el analisis
estadistico por medio de ANOVA TUKEY, a partir de los valores de IC50
calculados tanto del veneno total, como de las fracciones de péptidos purificadas,
para cada una de las lineas celulares evaluadas (Anexo G, figura 29).

En el caso de la linea celular HT-29, se observé que los valores de IC50 poseen
un rango de 7 a 27 ppm, destacando entre éstas, al veneno total y las fracciones
37, 42 y 33 (figura 29A). Los datos normalizados y analizados de acuerdo a los
grupos de significancia, muestran que las fracciones 37 y 42 poseen un valor de
IC50 menor de 10 ppm y estadisticamente se ubican dentro del mismo grupo de
significancia. Otro grupo de significancia estadistica similar se presenté con la
fraccion 33 y el veneno total con un valor de IC50 mayor de 10 ppm y menor de
15ppm (figura 29A). Las fracciones con IC50 mayor de 15 ppm se ubican en otros
grupos de significancia, la fraccion 36 que reporté un valor mayor de IC50 con
respecto a las demas fracciones, lo que indica que este tipo de péptido realiza un
efecto no significativo sobre esta linea celular (figura 29A). En la linea celular
HBT-26, los valores de IC50, son mayores de 15 ppm, lo que indica que para
observar un efecto sobre esta linea celular es necesario mayor concentracion
tanto de las fracciones como del veneno total. La fraccion 38, presenté el mayor
valor de IC50, lo que podria indicar que este péptido no desarrolla un efecto
citotoxico significativo, mientras que la fraccion 42 presenta menor valor de 1C50,
siendo esta fraccién la candidata para lograr un mayor efecto sobre esta linea
celular (figura 29B). En cuanto en la linea celular HelLa, se observdO mayor
cantidad de fracciones con efecto citotoxico, destacando el veneno total y las
fracciones 36, 38, 44, 32, 37, 42 y 35, ya que muestran un valor de IC50 menor

de 10ppm, mientras que las fracciones 34 y 46 presentan menor efecto citotoxico,
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de acuerdo al valor de IC50 determinado (figura 29C). En PC3, el veneno total
posee un IC50 cercano a 50 ppm, lo que puede indicar que para lograr un mayor
efecto en esta linea y con respecto a los resultados observados anteriormente
(116), se debe tratar la linea celular con una concentracién mayor a 10 pg/mL,
comportamiento similar a la fraccion 46. Situacion diferente se observa en las
fracciones 35, 38, 2, 36, 44, 33 y 49 ya que el valor de IC50 se encuentra por
debajo de 20 ppm, y pertenecen a grupos donde no poseen diferencia

significativa entre ellas (figura 29D).

Por ultimo, en el cultivo primario de neurona, se observé el efecto citotdxico con
un IC50 menor de 20 ppm de todas las fracciones evaluadas, destacando a la
fraccion de péptido 35 con un valor de IC50 menor de 5 ppm, el cual es muy
similar al obtenido para el veneno total (figura 29E). De acuerdo a estos
resultados se evidencia el efecto neurotdxico del veneno total y de los péptidos
obtenidos y este efecto es caracteristico para los venenos de escorpion (figura
29E).
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Figura 29. Actividad citotéxica que desarrolla en diferentes lineas celulares, el
veneno total de T. macrochirus, y sus fracciones purificadas y parcialmente
purificadas de péptidos
A. Citotoxicidad desarrollada en la linea celular HT-29, B. Citotoxicidad desarrollada en la

linea celular HBT-26, C. Citotoxicidad desarrollada en la linea celular HelLa, D.

Citotoxicidad desarrollada en la linea celular PC3, E. Citotoxicidad desarrollada en cultivo

primario de neurona. Se nota que cada una de las lineas el efecto citotoxico lo realiza un

numero diferente de fracciones de péptidos (VT= Veneno Total).
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Al comparar el efecto citotoxico del veneno total de T. macrochirus, se observa
gue donde realiza mayor efecto es sobre el cultivo primario de neuronas (figura
29E), seguido y con un valor similar de IC50 en las lineas celulares de HT-29 v,
HelLa, (figura 29 A y C), mientras que en las lineas celulares donde presenta
menor efecto citotdéxico es en HBT-26, con un valor de IC50 cercano a 20ppm,
seguido de un valor mayor de 40 ppm del IC50 sobre PC3. En cuanto a las
fracciones de péptidos, y con base al valor de IC50, se logra observar que en
cada una de las lineas evaluadas se puede presentar selectividad debido a que el
efecto citotoxico en cada una de ellas es diferente (figura 29). Aunque se
destacan las fracciones 35, 36, 42, 46, 49 y 51, porque realizan un efecto
citotoxico en las cinco lineas celulares, se encontrd que se diferencian en el valor
de IC50 observado ya que, por ejemplo, la fraccion 36, desarrolla mayor efecto en
neurona, seguido del efecto generado sobre HeLa, PC3, HBT-26 y por ultimo HT-
29 donde presenta el mayor IC50 con respecto a las demas fracciones evaluadas
(figura 29).

4.3.2. Toxicidad en mamiferos e insectos del veneno de T. macrochirus:

Los ensayos de toxicidad del veneno total de T. macrochirus, de los péptidos
puros y de las fracciones de péptidos parcialmente purificadas obtenidas
directamente del veneno sobre mamiferos (ratones) e insectos (grillos) mostro
diferencia en la actividad que presentan algunos de éstos, especialmente se logro
observar que algunas fracciones de péptidos desarrollaron toxicidad con mayores

manifestaciones en mamiferos que en insectos (tabla 16).
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Tabla 16. Toxicidad del veneno de T. macrochirus, y sus fracciones de
péptidos puros y parcialmente purificados, en mamiferos e insectos.

Toxicidad en Tiempo de Toxicidad en Tiempo de
Muestra ratones muerte Observaciones Grillos muerte Observaciones
Sin
inocular Ninguna - Comportamiento Normal Ninguna - Comportamiento Normal
Agua Ninguna - Comportamiento Normal Ninguna - Comportamiento Normal
-Convulsiones,
Veneno -Temblor,
Total Letal 16 min -Giros repetitivos y rapidos antes de morir Letal 17h5min Parélisis, arrastra las patas, Movimientos lentos
Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
48 Ninguna - Comportamiento Normal Ninguna sobrevivié después de 24 horas
Convulsiones,
Respiracion acelerada,
Giros repetitivos y rapidos, Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
51 Letal 2 min Chillidos Ninguna sobrevivié después de 24 horas
Respiracion acelerada,
Giros repetitivos y rapidos, Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
55 Letal 35 min Temblor. Ninguna sobrevivié después de 24 horas
Movimientos lentos, Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
499 Letal 2h10min Giros repetitivos y rapidos antes de morir Ninguna sobrevivié después de 24 horas
Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
4910 Ninguna - Comportamiento Normal Ninguna sobrevivié después de 24 horas
Movimientos lentos,
49-11
Letal 1h5min Giros repetitivos y rapidos antes de morir Letal 18h Parélisis, arrastra las patas, Movimientos lentos
Movimientos lentos,
49-12 Respiracion acelerada, Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Letal 1h17min Giros repetitivos y rapidos antes de morir Ninguna sobrevivié después de 24 horas
Movimientos lentos,
51-1 Temblor Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Letal 1h8min Convulsiones Ninguna sobrevivié después de 24 horas
Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
512 Ninguna - Comportamiento Normal Ninguna - sobrevivié después de 24 horas
Convulsiones
Respiracion acelerada,
513 Giros repetitivos y rapidos, Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Letal 4min Chillidos Ninguna sobrevivié después de 24 horas
Salivacion,
51-4 Temblor Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Letal 7min convulsiones Ninguna sobrevivi6 después de 24 horas
Temblor, Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
515 Letal 2min Convulsiones Ninguna sobrevivi6 después de 24 horas
Salivacion,
5214 Temblor,
Respiracion acelerada Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Letal 5min Convulsiones Ninguna * sobrevivié después de 24 horas
Movimientos lentos,
53-13 Respiracion acelerada, Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Letal 21min Giros repetitivos y rapidos antes de morir Ninguna sobrevivié después de 24 horas
Inicialmente presenta sintomas de toxicidad:
Movimientos lentos, Respiracion acelerada,
Realiz6 volteretas
Saltos repentinos,
Chilla,
53-15 Temblor,
Sensibilidad,
Quieto y pardlisis de las extremidades superiores
Se queda mucho tiempo sobre las patas,
Después de dos horas vuelve a su comportamiento
normal. Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Ninguna - Y se mantuvo con vida Ninguna sobrevivi6 después de 24 horas
Respiracion acelerada,
54-11 Giros repetitivos y rapidos, Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Letal 6min Temblor. Ninguna sobrevivi6 después de 24 horas
Respiracion acelerada,
54-12 Giros repetitivos y rapidos, Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Letal 3min Temblor. Ninguna sobrevivié después de 24 horas
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Movimientos lentos,

54-15 Respiracion acelerada, Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Letal 58min Giros repetitivos y rapidos antes de morir Ninguna sobrevivi6 después de 24 horas
Respiracion acelerada,
55-9 Giros repetitivos y rapidos,
Letal 18min Temblor. Letal 17h Pardlisis, arrastra las patas, Movimientos lentos
55-10 Movimientos lentos, Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Letal 46min Respiracion acelerada Ninguna sobrevivié después de 24 horas
Movimientos lentos,
57-16 Quieto, Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Letal 2h17min Giros rapidos y Repetitivos antes de morir Ninguna sobrevivié después de 24 horas
57.17 Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Ninguna - Comportamiento Normal Ninguna sobrevivié después de 24 horas
614 Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Ninguna - Comportamiento Normal Ninguna sobrevivié después de 24 horas
615 Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Ninguna - Comportamiento Normal Ninguna sobrevivié después de 24 horas
616 Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Ninguna - Comportamiento Normal Ninguna sobrevivié después de 24 horas
617 Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Ninguna - Comportamiento Normal Ninguna sobrevivié después de 24 horas
618 Arrastra la patas, movimientos rapidos y normales.
Ninguna - Comportamiento Normal Ninguna sobrevivié después de 24 horas
No Evaluado
FVI16-15 Letal 2 min Convulsiones, Pierde equilibrio
. No Evaluado
FV5-3 Comportamiento Normal
. _— . No Evaluado
FVI5-6 Pierde el equilibrio, vuelve a su comportamiento normal
Temblor, Espasmos, Giros repetitivos y rapidos antes de
FVI4-12 . ) No Evaluado
Letal 46 min morir
FIV1-8 . No Evaluado
Comportamiento Normal
Movimientos lentos, Giros repetitivos y rapidos antes de
FVI6-17 ) ) No Evaluado
Letal 5 min morir
Movimientos lentos, Respiracion acelerada, Giros
FVI3-11 . N ) ) No Evaluado
Letal 71 min repetitivos y rapidos antes de morir
FVI7-11 . . No Evaluado
Letal 10 min Movimientos lentos, Temblor y convulsiones
Fv4-8 No Evaluado
Movimientos lentos, Vuelve a su comportamiento Normal
Pierde el equilibrio, Giros repetitivos y rapidos, Aumenta
FVI7-12 No Evaluado
Letal 9 min la Orina
FVI8-3 . No Evaluado
Comportamiento Normal
Movimientos lentos, Salivacion, Vuelve a su
FVv3-21 No Evaluado
comportamiento normal
Respiracion acelerada, Giros rapidos y repetitivos y
FV7-22 X No Evaluado
Letal 30 min Convulsiones
Respiracion acelerada, Giros rapidos y repetitivos y
FV2-16 X No Evaluado
Letal 25 min Convulsiones
FVv2-34 No Evaluado
Letal 10 min Movimientos lentos, Temblor y convulsiones
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4.3.3. Actividad en canales i6nicos.

Se emplearon 100 nM de los péptidos FV2-16 y FV8-2 purificados (tabla 11) y
se les determind su actividad sobre canales de potasio dependiente de voltaje
tipo hKv1.3. La inhibicion de este tipo de canal se observé cuando se uso el
péptido FV8-2 ya que mostr6 un comportamiento similar al control positivo,
correspondiente a Tetraetilamonio (TEA) (191), disminuyendo el potencial
eléctrico del canal casi en un 50% de su actividad normal. En el caso del péptido
FV2-16, no se observo accion sobre el canal y se observdé un comportamiento
similar al generado por el control negativo, manteniendo el potencial eléctrico del
canal (figura 30).
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Figura 30. Identificacién de la actividad de dos péptidos purificados del
veneno de T. macrochirus, en el canal hKv1.3.

Linea negra corresponde al control negativo; la linea verde al control positivo (TEA). El
péptido que muestra actividad en el canal corresponde a la linea morada (FV8-2) y el que
no presenta actividad en linea roja (FV2-16).
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4.3.4. Actividad enzimatica del veneno total de T. macrochirus:

4.3.4.1. Actividad Fosfolipasa:

De acuerdo al método, el resultado fue negativo para la determinacion de
actividad de fosfolipasas tanto en del veneno de T. macrochirus, como en las
fracciones de proteina evaluadas, observandose un comportamiento similar al del
control negativo (figura 31A), evidencidndose la ausencia de formacién del halo

alrededor del pozo donde se sembré la muestra.

Figura 31. Identificacion de fosfolipasas en el veneno de T. macrochirus.

A. Placa donde se sembro el veneno total de T. macrochirus (10, 20, 40 ug) y el control
negativo 20 pL de agua destilada). B. Placa donde se sembr6 el control positivo 20 ug de
veneno total de Vaejovis punctatus.



104 IDENTIFICACION, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE PEPTIDO(S)
CON ACTIVIDAD CITOTOXICA, PRESENTE(S) EN EL VENENO DE ESCORPION
Tityus macrochirus (BUTHIDAE)

4.3.4.2. Actividad Proteolitica:

- Degradacién de la azocaseina:

Teniendo en cuenta el primer método para determinar la presencia y actividad de
proteasas en el veneno de T. macrochirus (empleando como sustrato
azocaseina), no se observdé una diferencia mayor a 0,2 unidades entre las
absorbancias obtenidas por el veneno y los controles correspondientes, por lo
gue se puede indicar que la actividad de proteasa es baja en este veneno (Tabla

17), aunque es importante corroborar este dato por un segundo método.

Tabla 17. Actividad de proteasa del veneno total de T. macrochirus, empleando
como sustrato azocaseina.

Muestra M1 BM1 M2 BM2 M3 BM2
0,162 0,135 0,11 0,078 0,063 0,063
0,181 0,136 0,109 0,079 0,064 0,074
0,17 0,132 0,107 0,082 0,061 0,078
Promedio 0,171 | 0,134 | 0,109 | 0,080 | 0,063 | 0,072
Diferencia 0,0367 0,0290 -0,0090

Unidades de

Absorbancia

M1, M2, M3: indican el tipo de muestra que se empleé en el ensayo (descrito en la
metodologia). BM1, BM2, BM3: indican los controles negativos para cada muestra.

- Zimogramas de actividad proteolitica del veneno T. macrochirus.

Los zimogramas se realizaron, utilizando como sustrato caseina y gelatina al 2%
por separado y empleando tripsina y colagenasa (1 mg/mL) como control positivo.
En cada uno de los ensayos realizados se corrobor¢ el resultado obtenido con la
azocaseina ya que no se logré observar actividad del veneno sobre ninguno de

los sustratos. De acuerdo a estos dos resultados se concluye que en el veneno
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de T. macrochirus no se encuentra actividad proteolitica 0 sus componentes

proteoliticos estan en muy baja concentracién (Figura 32).
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Figura 32. Identificacion de la actividad proteolitica del veneno de T. macrochirus.
Por medio de Zimograma, empleando como sustrato gelatina y caseina.

A. Zimograma con gelatina: 1. 20 pg de veneno total de T. macrochirus, 2. Marcador de
peso (Thermo Fisher®). 3. 1 mg/mL de tripsina.4. 1 mg/mL de colagenasa. B. Zimograma
con caseina. 1. 1 mg/mL de colagenasa, 2. 1 mg/mL de tripsina. 3. Marcador de peso
(Thermo Fisher®). 4. 20 pg de veneno total de T. macrochirus

4.3.4.3. Actividad de Hialuronidasa:

- Método turbidimétrico: Este método permiti6 determinar el porcentaje de
actividad de Hialuronidasa que posee 5 pg tanto del veneno total de T.
macrochirus, como las fracciones purificadas por filtracion en gel (Fracciones
Fl a FIV).
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Los porcentajes de actividad se calcularon a partir de las absorbancias obtenidas
en el procedimiento y se relacionaron con la ecuacién de la recta (Figura 33) y la

ecuacion 2 (tabla 18).

Curva de calibracion [Acido Hialuronico]

0,14

0,12

0,1

A y = 0,6349x - 0,0069
908 F R2=0,9924

Unidades de Absorbancia

& 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

mg/mL de acido hialurénico

Figura 33. Grafica de la curva de calibracion de concentracién de acido hialurénico,
para medir la actividad de hialuronidasa en el veneno de T. macrochirus.

Curva de calibracién de concentracion de patron de actividad de hialuronidasa, empleada
para el desarrollo del procedimiento de turbidimetria y el calculo de la concentracién de

acido hialurénico resultante.

Tabla 18. Datos de absorbancia y calculo de la actividad de Hialuronidasa del
veneno de T. macrochirus y las fracciones | a IV.

Parte A Ecuacién 2 Parte B Ecuacién 2
_ [Acido %[Acido o
Promedio %Actividad
Muestra ) Hialurénico Normalizacién | Hialurénico no ) ]
absorbancia ] ) Hialuronidasa
mg/mL] hidrolizado]
Veneno
Total 0,03 0,05 0,27 27,32 72,68
Fl 0,04 0,08 0,38 38,34 61,66
Fli 0,05 0,08 0,41 40,90 59,10
Fll 0,05 0,09 0,46 45,82 54,18
FIV 0,08 0,14 0,68 67,68 32,32
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A partir de los datos obtenidos (tabla 18), se determind que el veneno total de T.
macrochirus posee un 72% de actividad de hialuronidasa, mientras que las
fracciones purificadas por filtracion en gel, con peso molecular entre 35 a 44 kDa,

poseen un porcentaje de 61% en Fl; 59% en FllI; 54% en Flll y 32% en FIV
(figura 34).

Actividad de Hialuronidasa
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Figura 34. Porcentaje de la actividad de Hialuronidasa.
Se muestra el porcentaje de la actividad enzimatica del veneno de T. macrochirus y las
fracciones Fl a FIV, calculado la ecuacion 2. De cada una de las muestras se emplearon
5ug.

- Zimogramas de la actividad del veneno T. macrochirus. y las fracciones FI
a FIV: El zimograma se realiz6 utilizando &cido hialurénico como sustrato, en el
gel. Como control positivo se empleé la enzima Hialuronidasa en una
concentracion de 1 mg/mL. Como se observa en la figura 34, la actividad
Hialuronidasa se evidencia tanto en el carril del veneno total, como en el de las
fracciones Fl y Fll, ya que se forma una zona blanca en un peso molecular

entre 40 y 55 kDa para las tres muestras evaluadas (figura 35). De acuerdo a



108 IDENTIFICACION, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE PEPTIDO(S)
CON ACTIVIDAD CITOTOXICA, PRESENTE(S) EN EL VENENO DE ESCORPION
Tityus macrochirus (BUTHIDAE)

estos resultados se concluye que el veneno de T. macrochirus posee actividad
de una enzima tipo Hialuronidasa y que ésta se encuentra en las fracciones FlI
y FII obtenidas de la filtracion en gel presentando un peso molecular

aproximado de 47 kDa (figura 35).

5

Figura 35. Identificacion de la actividad de hialuronidasa, en el veneno de T. macrochirus.y
de las fracciones FI, Fll, Flll y FIV. Por medio de Zimograma, empleando como sustrato acido
hialurénico.
Carril 1. 5 ug de la Fracciéon FIV, Carril 2. 5 pug de la Fraccion Flll. Carril 3. 5 ug de la
Fraccion Fll. Carril 4: 5 pg de la Fraccion Fl. Carril 5. 20 ug de veneno total de T.
macrochirus, Carril 6. 1 mg/mL de enzima Hialuronidasa y Carril 7: Marcador de peso
molecular (Thermo Fisher). Las flechas de color amarillo, indican la banda de digestion
del &cido hialurénico, realizada por las fracciones Fl, Fll y el veneno total.
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4.4. Anédlisis de resultados.

4.4.1. Citotoxicidad en lineas celulares provenientes de tumores

Hasta la fecha, gran parte de los péptidos presentes en diferentes venenos de
escorpion se han caracterizado de forma estructural y funcional. Con el
transcurso del tiempo, se ha aumentado el interés hacia estas toxinas y se han
caracterizado como base para el desarrollo de medicamentos dada su gran
especificidad y selectividad hacia canales idnicos u otros componentes de la
célula (192, 193). Uno de los grandes retos que ha planteado la vendmica en
general, es el de hallar las aplicaciones terapéuticas de los componentes de los
venenos para llegar a proponer un medicamento con una actividad especifica. En
el caso del cancer, se han tenido en cuenta los reportes sobre varios venenos de
escorpiones y sus péptidos, que logran inhibir proliferacion, inducir apoptosis y
ser selectivos y especificos en diferentes tipos de cancer, convirtiéendose en una
fuente potencial de nuevos agentes terapéuticos contra esta patologia (17, 149,
193, 194, 108, 109, 195, 110, 111, 100, 109). De acuerdo a lo anterior, uno de los
objetivos en este trabajo fue determinar si el veneno total de T.
macrochirus, y las fracciones de péptidos purificadas desarrollan efectos
citotoxicos en ceélulas derivadas de tumor, reduciendo su porcentaje de viabilidad,
a partir de diferentes concentraciones.
A partir de resultados preliminares, donde se mostro la posible selectividad de
este veneno hacia algunas lineas celulares (116), se realizaron otros ensayos con
el veneno total y fracciones de péptidos purificados en cuatro lineas celulares
(PC3, HT-29, HBT-26, Hela) y cultivo primario de neuronas.
En la linea PC3, se observo que tanto el veneno total como las fracciones de
péptidos realizan un efecto citotéxico, con un valor de IC50 entre 15 a 50 ppm
(figura 29D). Resultados similares se han reportado con otros venenos de

escorpion en donde se observa este efecto a partir de un rango de concentraciéon
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de proteina de 6 a 100 pg/mL del veneno total (116, 149, 196). De las fracciones
de péptidos que presentaron efecto citotdxico sobre esta linea celular se destacan
la fracciones 38 y 42. Es importante recordar que el péptido presente en la
fraccion 38 posee una masa molecular de 3666,56 Da, mientras que la fraccion
42 posee un péptido de 3566 Da y que en este trabajo no se logré identificar su
secuencia de aminoacidos parcial ni totalmente. Sin embargo, al presentar pesos
similares al de la Clorotoxina, se predice que podrian estar reconociendo
metaloproteasas de las células de cancer de prostata, como ha sido descrito
previamente para esta toxina (197). Del mismo modo, la actividad citotoxica se
evidencié en fracciones que presentaban una mezcla de péptidos, como las
fracciones 35, 36, 44, 33 y 49, donde las cuatro primeras poseen péptidos con
masa molecular en un rango de 3000 a 4500 Da (Tabla 4), y la fraccion 49 que
estd compuesta por dos péptidos con masa molecular superior a 7000 Da, donde
uno de estos es el péptido denominado Tmac48 del cual se identifico la secuencia
de su segmento amino terminal (Tabla 4, 5 figura 23). Teniendo en cuenta los
pesos moleculares de los péptidos donde se observo efecto citotoxico en PC3,
asi como la caracterizacion realizada como posibles toxinas especifica para
canales de sodio o potasio y los reportes previos sobre este efecto por toxinas de
escorpion, el resultado observado sobre esta linea celular posiblemente se debe
al incremento de los factores apoptéticos como Bax/Bcl2, los cuales inducen la
apoptosis mediada por mitocondria (196), o a la induccién del estrés oxidativo en
las células (196, 198).

En cuanto a la linea HT-29, se obtuvieron valores de IC50 en un rango de 5 a 30
ppm, destacandose el veneno total de T. macrochirus y la fraccion 33, por
presentar el valor menor de IC50. Respecto a esta fraccién 33, se encontré que
estd compuesta por dos péptidos con pesos moleculares de 4108,71 y 3959,39
Da, de los cuales no se logré identificar sus secuencias. Resultados similares se
obtuvieron con las fracciones 37 y 42, que por presentar el mismo peso molecular

(3566 Da) puede tratarse del mismo péptido, razén por la que reportaron un valor
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de IC50 similar, por lo cual se predice que los péptidos 37 y 42 pueden ser
selectivos y especificos, para la linea HT-29, siendo una caracteristica de otros
péptidos de venenos de escorpidn que realizan mayor efecto en una linea
derivada de cancer en particular (100, 60). EI mecanismo propuesto, realizado

tanto por el veneno de diferentes escorpiones sobre HT-29 se ha atribuido a su
capacidad de afectar la movilidad celular y por ende la formacién de colonias,
siendo una de las caracteristicas de este tipo de céncer, disminuyendo la
actividad de la Kinasa de adhesion focal (FAK) (199, 200), por lo que se postula
gue el veneno de T. macrochirus podria tener un mecanismo similar sobre esta

linea celular.

En cuanto a la linea celular HBT-26, los valores de IC50 se encuentran en un
rango de 10 a 42 ppm, donde la fraccion 38 presentdé mayor valor de IC50 y la
fraccion 42, el menor (figura 29B). Si se comparan estos dos péptidos se
encuentra que se diferencian inicialmente por su masa molecular (tabla 4),
caracteristica estructural que podria estar involucrada en la actividad que realizan
sobre esta linea celular, lo cual podria argumentar la especificidad que poseen los
péptidos en el reconocimiento y efecto citotoxico que desarrolla en diferentes
lineas celulares derivadas de cancer (60, 103). El efecto que podria realizar el
veneno de T. macrochirus y sus péptidos en la linea HBT-26, podria asemejarse
al de otros venenos que inducen la apoptosis y generan el bloqueo del ciclo
celular desde las fases Go/Gi1 hasta la fase S (201), asi como también podrian
elevar la produccion de NO, por estimulacion de la 6xido nitrico sintasa, siendo un
factor esencial para la necrosis del tumor induciendo la apoptosis en este tipo de
linea celular (101). Otro de los mecanismos propuestos es gque el veneno y sus
componentes sean capaces de elevar la actividad de la Caspasa-3, aumentando
asi la lisis de la linea celular de cancer de seno, como lo reportado en otros

venenos de escorpion (101).

Con respecto a la linea celular HelLa, varias fracciones de péptidos presentaron

efecto citotdxico a concentraciones menores a lo reportado anteriormente (figura
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29C, Anexo F) (116). De acuerdo a los resultados se predice que los
responsables del efecto citotoxico son algunos de los péptidos presentes en el
veneno de T. macrochirus, ya que las fracciones 37, 38, 42 lograron obtener un
valor de IC50 menor de 10 ppm, similar a las fracciones que poseen mezcla de
péptidos, como son 36, 44, 32 y 35, donde se encuentran péptidos que poseen
masas moleculares similares (Tabla 4, figura 29C). Estos péptidos posiblemente
logran inducir apoptosis, por la sobre expresion de p53 y Bax, baja expresion de
bcl-2 y un incremento de la actividad de caspasas 3, 8, 9, como ha sido reportado

previamente con toxinas similares sobre esta linea celular (60).

Por dltimo, la citotoxicidad en cultivo primario de neurona, los resultados
mostraron un claro efecto neurotoxico, caracteristico de los venenos de escorpion
y en particular de sus péptidos, ya que estos ultimos tienen como principal accion

modular la funcion de canales iénicos especificos (68).

De acuerdo a lo anterior y teniendo en cuenta los pesos moleculares de los
péptidos purificados (tabla 12 y 13), se encuentra que estos podrian estar
relacionados con otros péptidos que realizan efectos citotoxicos en diferentes
lineas celulares provenientes de cancer (60, 100, 202, 194, 108). En este grupo
de péptidos se destaca el péptido Tmac48, que por sus caracteristicas
estructurales, puede tratarse de un péptido con actividad especifica sobre
canales de sodio, lo que argumenta su actividad sobre el cultivo primario de
neurona (150), pero también se relaciona con otras toxinas con esta especificidad
gue han mostrado actividad citotoxica sobre las lineas celulares PC3 y HelLa, por
lo que se ha asociado dicha actividad anti proliferativa al posible reconocimiento

de canales de sodio presentes en estas lineas celulares (104, 203).

En general, se pueden proponer diferentes mecanismos sobre los efectos
citotoxicos que realiza el veneno de T. macrochirus y sus péptidos, sobre lineas

celulares derivada de cancer. En este sentido y relacionando con las
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caracteristicas estructurales de los péptidos identificados en el presente trabajo,
se postulan los siguientes mecanismos como los mas posibles a generarse por el
veneno del veneno de T. macrochirus sobre las lineas celulares evaluadas:

e Por el reconocimiento y modificacion de la actividad de los canales i6nicos
de K*, Ca** o CI, lo que conlleva a la induccion apoptosis o inhibicion del
crecimiento de la célula cancerosa (108, 109, 203, 204).

e Selectividad del veneno y sus péptidos, por el reconocimiento hacia un
tipo de genes especificos de cada linea celular (205).

e Inhibiciobn en la actividad enzimatica de la Metaloproteasa- 2 de Matriz
(MMP-2) (206, 99).

e Disminucion de la neovascularizacion de las células cancerosas, por la
modulacién de los receptores de sefalizacion asociados a la angiogénesis
(199, 207, 208);

e Induccion de apoptosis, al activar la actividad de la Caspasa-3, semejante
a lo que desarrolla el veneno de O. doriae en lineas celulares de HelLa y
SH-SY5Y (209, 101, 210).

Es importante mencionar que este trabajo es el primero que se desarrolla con el
veneno del escorpidon T. macrochirus, por lo que los resultados aca obtenidos son
la base para desarrollar futuros trabajos en el area que respondan a varios de los
interrogantes que quedan planteados sobre el tema y uno de los mas importantes
es el posible mecanismo que desarrolla cada una de las fracciones para generar

una respuesta citotoxica sobre una linea celular especifica.

4.4.2. Toxicidad del veneno total de T. macrochirus, y péptidos parcial y
totalmente purificados.

Los venenos de escorpion del genero Tityus se componen de sustancias como

sales inorganicas, aminoacidos libres, enzimas, proteinas y péptidos. Sin
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embargo, la composicion puede variar de género a género e inclusive de especie
a especie. Debido a la ubicacién geogréfica o alimentacién de la especie a
estudiar se pueden encontrar diferentes proporciones o incluso tipos de péptidos
en su composicién y esta caracteristica puede relacionarse directamente con la
necesidad de encontrar moléculas especificas que tengan efecto sobre las
especies gque entren en contacto con el veneno producido por estos escorpiones
(211-214, 68).

En el género Tityus se han identificado neurotoxinas que actian sobre canales de
sodio y de potasio (215), con una estructura tridimensional bien definida donde se
encuentran una a-hélice y tres o cuatro hojas-p antiparalelas, que se estabilizan
por dos o cuatro puentes disulfuro (68, 216, 217). Debido a estas caracteristicas
estructurales, se asume que el veneno de escorpion logra desarrollar toxicidad en

mamiferos e insectos. (68, 215, 218).

Teniendo en cuenta estas caracteristicas, los péptidos purificados del veneno del
escorpiébn T. macrochirus, podrian ser de tipo a-Toxina o B-Toxinas clasica
NaScTxs, dado a la toxicidad desarrollada en mamiferos, que se encuentra
relacionada con sus caracteristicas estructurales, como el peso molecular, la
cantidad de residuos de cisteina que presenta (tabla 13), como también se puede
atribuir al sitio del canal de sodio que reconoce, siendo diferente en canales de
sodio de insectos y de mamiferos (219-221). De esta manera, los péptidos
purificados del veneno de T. macrochirus, se pueden relacionar con toxinas
identificadas y caracterizadas de venenos del genero Tityus; por ejemplo, con las
toxinas Ts3 y Ts5 del escorpiéon T. serrulatus, TbTx5, Th3 del escorpién T.
bahiensis y Tst3 del escorpion T. stigmurus (215).
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4.4.3. Actividad en canal ionico hKv1.3.

Las fracciones evaluadas para la identificacion en el canal hKv1.3, fueron
seleccionadas por su masa molecular, siendo una de las caracteristicas de los
péptidos o toxinas de venenos de escorpion que reconocen canales de potasio
(222, 223). A pesar que el péptido FV2-16, tanto por su peso molecular como por
Su estructura primaria era un buen candidato para catalogarlo como una toxina
dentro de la familia de KTx (224), en los resultados de electrofisiologia no reporto
ninguna actividad frente al canal hKv1.3, lo que puede indicar que este péptido
posea actividad y especificidad sobre otra clase de canal de potasio o su
actividad dependa de una concentracion determinada, diferente de la que se
utilizé en la prueba (222), como también puede que sea especifico a otro tipo de
canal ibnico como calcio o cloro (17, 225, 226). En el caso del péptido FV8-2 se
encontrd que éste si modificé el potencial eléctrico del canal hKv1.3 (figura 30),
por lo que se puede clasificar como un péptido de la familia KTx, en el que
seguramente se podria encontrar el motivo denominado “la pareja esencial”, la
cual se trata de un residuo de Lisina junto a otro aminoacido de tipo aromatico

que realizan la union al canal de potasio (130, 227).

4.4.4. Actividad enziméatica del veneno de T. macrochirus:

En los venenos de escorpion se han identificado ademas de péptidos, una serie
de enzimas como fosfolipasas, hialuronidasas y proteasas En los venenos de T.
serrulatus, T. bahiensis y T. stigmurus, se ha identificado la presencia de estos
componentes a partir de analisis transcriptomicos, pero su actividad en el veneno
puede ser muy baja o nula. Por ejemplo, en los transcriptos de T. serrulatus, se
identifico la presencia de fosfolipasas, pero su actividad en el veneno es nula

(228-230). Esta situacién se ha presentado en otros venenos con la actividad de
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diferentes enzimas, por lo que algunos autores proponen que este tipo de
compuestos son “débiles” y pueden danarse durante el periodo de procesamiento
proteico, mientras que la informacién se conserva en el transcriptoma del animal
(215, 230). Esta puede ser la causa por la cual se puede explicar la falta de
actividad tanto de fosfolipasa y proteasa en el veneno de T. macrochirus
(Figuras 31y 32, tabla 17), pero la presencia de péptidos con alguna similaridad
a alguna de estas enzimas en el analisis de masas (tabla 14)

La actividad hialuronidasa se identific6 en el veneno total de T. macrochirus, y en
las fracciones FlI y FIl obtenidas por filtracibn en gel, (tabla 6, figura 19).

Resultados similares a lo reportado en otros venenos tanto del mismo género
(Tityus), como de la misma familia (Buthidae) (20, 212, 231). La presencia de esta
proteina en el veneno de T. macrochirus, es de gran importancia, ya que favorece
0 ayuda a la absorcién y transporte del veneno en los tejidos del organismo en el
qgue el escorpibn emponzofia su veneno y contribuye al desarrollo de la
sintomatologia local o sistematica del envenenamiento (232). Este mecanismo es
desarrollado debido a que la hialuronidasa cataliza la degradacion de &cido
hialurénico, que se encuentra en la matriz extracelular en el tejido conectivo,
ayudando a que los demas componentes del veneno se transporten con facilidad
en el tejido (169). Pessini, y colaboradores (20), realizaron la identificacién y
caracterizacion de la hialuronidasa en el veneno de T. serrulatus,
caracterizandola como una proteina de 51 kDa, peso molecular muy cercano al
determinado en la actividad de hialuronidasa del veneno de T. macrochirus, (46 a
48 kDa), (figura 35). Del mismo modo, este peso molecular observado se
encuentra en el rango de peso molecular de las hialuronidasas reportadas en
venenos de serpientes, abejas y escorpiones (33 a 110 kDa) (20, 212, 231, 233).
De esta manera se puede afirmar que en el veneno de T. macrochirus se
encuentra una enzima con actividad de hialuronidasa, siendo éste el punto de
partida para su posterior caracterizacion, al proponer el método de filtracion en

gel para lograr su purificacion.
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5. Modelamiento de estructura tridimensional de péptidos

5.2. Estructuratridimensional de los péptidos presentes en venenos de
escorpion

Cada escorpion, independientemente de su clasificacion taxonémica, posee en su
veneno una serie de componentes que varia de acuerdo a su ubicacion
geografica, el clima y la alimentacion. A la fecha se han diferenciado venenos que
poseen desde 72 componentes como es el caso del veneno de Androctonus
mauretanicus mauretanicus, hasta 600 componentes en el veneno de
Mesobuthus tumulus y T. serrulatus (118, 234). De esta manera los polipéptidos
reportados, cada vez aumentan por las caracterizaciones bioquimicas que se han
realizado a diferentes venenos, partiendo de la gran diversidad de especies de
escorpiones que se encuentran en el mundo. En 2017 en la base de datos

UniProt (www.uniprot.org/program/Toxins), se han registraron aproximadamente

953 secuencias obtenidas de venenos de escorpion, de las cuales 762 son
toxinas (UniProt 2017, consultado mayo 20 de 2017).

De todos los componentes de los venenos de escorpion, los mas comunes y
analizados son los péptidos o toxinas capaces de modificar la permeabilidad de
los canales idnicos, tanto en células excitables como en las no excitables. Este
tipo de toxinas se agrupan en una Uunica clase estructural con un motivo
denominado “a/f estabilizada por cisteina (CS- a/B)”; sin embargo, existen otros
motivos estructurales identificados en otras toxinas de estos venenos (68, 235).

En general estos péptidos se pueden clasificar con base en cuatro criterios:


http://www.uniprot.org/program/Toxins
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e Eltipo de canal ibnico que reconoce, entre los que estan el canal de sodio,
potasio, cloro y calcio;

e Eltipo de receptor al que la toxina se enlaza, -

e La estructura tridimensional de la toxina y

e El tipo de respuesta que induce, ya sea por inactivacion o activacion del

receptor.

A partir de este tipo de clasificacion, se pueden relacionar dos de las
caracteristicas numeradas, permitiendo relacionar la estructura con la funcién de
cada una de los péptidos. Por ejemplo, en las toxinas que reconocen los canales
de Na*, se diferencian dos motivos estructurales; la familia BaBp- y la familia
BaaBpa- (216, 217). Teniendo en cuenta el numero de residuos de cisteina, se
diferencias tres motivos estructurales conservados: a-hélice con 3 6 4 residuos de
cisteina, hoja B3 con 6 de cisteina y hoja 2 con 2 cisteinas. En cuanto a las
toxinas especificas a canales de potasio, éstas son clasificadas en cuatro
familias: a, B, Y y k-KTx (21, 57, 68). Dentro de estas clases de toxinas, existen

dos tipos de motivos estructurales:

e El primero hace referencia a una o dos a-hélices conectadas a un conjunto
de tres B-hojas antiparalelas y estabilizadas por tres o cuatro puentes
disulfuro, denominadas CSaf (21, 89)

e El segundo corresponde a un pliegue a-hélice-loop-hélice (CSaa), formado
por dos a-hélice cortas, conectadas por un loop, (Este motivo solo se
observa en las k-KTx) (82, 236-238);.

Por altimo, entre las toxinas que reconocen canales de Ca**, se diferencian las
gue reconocen los canales de Ca** dependientes de voltaje, los independientes
de voltaje y los activados por ligando. Estructuralmente este tipo de toxinas se
generalizan por ser péptidos de cadena corta, aproximadamente hasta 33 o 35

residuos de aminoacidos que son estabilizados por tres puentes disulfuro. A
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pesar que no se han identificado motivos estructurales conservados, con base en
la estructura de la Imperatoxin A (IpTxa), donde se observa que solo el 9% de sus
residuos adoptan una estructura helicoidal y el 18% estructura de lamina beta (61,
239, 240), (PDB: 1IE6)

De acuerdo con estas caracteristicas y la metodologia desarrollada, se predijo la
estructura tridimensional del péptido FV2-16, del T. macrochirus, clasificandola
estructuralmente como una toxina especifica para canal de potasio. Ademas, con
los amino terminales de los demas péptidos purificados, se predijo su estructura y

posible funcién de acuerdo al alineamiento de cada uno de estos.

5.3. Desarrollo metodoldgico

5.3.1. Alineamiento de secuencias de péptidos obtenidos a partir del
proceso de purificacion del veneno de T. macrochirus.

Una vez obtenidas las secuencias parciales 6 completas de los péptidos
presentes en el veneno de T. macrochirus, (capitulo 3, tablas 13 y 14), se realiz
inicialmente una disminucion de la redundancia por medio del programa Decrease

Redundancy (http://web.expasy.org/decrease redundancy/), usando un valor de

98% como punto de corte de similaridad para eliminar secuencias.
Posteriormente, con las secuencias obtenidas sin redundancia, se realiz6 un
alineamiento multiple usando el programa Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) con los parametros por defecto para

proteinas. Los resultados obtenidos del alineamiento se sometieron a Simple
Phylogeny

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolform.ebi?tool=simple phylogeny)

para hacer un analisis de la secuencias en cuanto a su agrupamiento y

determinar los grupos de toxinas encontrados en la secuenciacion realizada. Se


http://web.expasy.org/decrease_redundancy/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/services/web/toolform.ebi?tool=simple_phylogeny
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realizé un arbol de matriz de distancias, sin excluir los gaps y usando un método

de agrupamiento tipo UPGMA.

Alineamientos individuales de cada una de las secuencias también se realizaron

en el servidor Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast), opcion Blastp, usando una

matriz BLOSUMG62, penalizacion por gap de existencia:11 y extension:l, en

busqueda no redundante y umbral de 10.

5.3.2. Prediccion de la estructura tridimensional del péptido FV2-16 del
veneno de T. macrochirus.

Teniendo en cuenta que se tiene la secuencia completa de uno de los péptidos,

se realizé el modelamiento estructural del péptido FV2-16, obtenido por

secuenciacion automatica degradacion de Edman (capitulo 3 Tabla 13). El

modelamiento se realiz6 por tres servidores principalmente: por HHPred

(https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred) (241) e I-Tasser

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (242) que permiten hacer un

analisis de la secuencia y a partir de una metodologia de “threading”, generan un
modelo tridimensional de la secuencia ingresada. Sin embargo, teniendo en
cuenta que la secuencia corresponde a un péptido y no a una proteina, se realizo
también un modelamiento usando la herramienta PepFold3

(http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD3/), la cual usa un

algoritmo tipo modelo oculto de Markov para generar la estructura tridimensional

de péptidos entre 5 y 50 aminoacidos de extension (243)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast
https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD3/
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5.4. Resultados

5.4.1. Alineamiento de secuencias de péptidos obtenidos a partir del
proceso de purificacion del veneno de T. macrochirus.

De los procesos de secuenciacion automatica por EDMAN vy huella peptidica por
MS/MS, se obtuvo un total de 42 secuencias que corresponden a segmentos de
secuencias de péptidos o proteinas en su mayoria y una secuencia completa. Por
medio de la herramienta Reduce Redundancy se redujo la cantidad de
secuencias a 35, indicando que algunas secuencias se identificaron en mas de
una fraccién como es el caso de la fraccion FVI3-8 que comparte una identidad
superior al 98% con la fraccion FV2-21, al igual que la fraccion 51-11 con la
fraccion 49-9. Igualmente sucede con las fracciones obtenidas por MS/MS, donde
los péptidos MS-23-8 y MS-23-6 corresponden practicamente a la misma
secuencia, al igual que los péptidos MS-14-1, MS-15-20 y MS-13-11 que
comparten esa alta identidad y los péptidos MS-13-12, MS-17-22 y MS-12-17. El
alineamiento obtenido permiti6 generar un cladograma de las secuencias,
identificandose algunos grupos que corresponden a una posible actividad de cada
secuencia en el veneno del escorpién T. macrochirus (figura 36). El cladograma
obtenido inicialmente muestra la division de dos grandes grupos, en los cuales el
primer grupo reldne secuencias relacionadas con actividad enzimaética,
especificamente tipo metaloproteasa, mientras que el segundo grupo muestra
secuencias relacionadas con actividad de toxina con especificidad sobre algun
tipo de canal i6nico. Hay una secuencia que llama especialmente la atencion
pues se encuentra en el limite de los dos grupos, pareciendo pertenecer mas al
primero que al segundo, pero que por su similaridad con toxinas de canales
ionicos se ubica intencionalmente en el cuadro de color azul. Este hecho se
justifica también por la distancia reportada entre esta secuencia y las demas que

se encuentran en el grupo rojo (figura 36)
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MS-4-14 0
MS-12-16 0
MS-12-180
MS-13-120
MS-23-9 0

MS-13-140
MS-8-40
—

MS-17-210
MS-2-100
MS-23-50
MS-12-190
MS-14-10
MS-14-30
| -
F-VI1 3 -8 0.0806452
FV-,-34 0.0806452

FVI-4-12 0.129839
FVIE3-110.025

MS-23-7 0

MS-23-80

FIVI-2-5 0.15625
F-VI-2-15 0.166667
FVI-2-13 0.166667
49-11 0.119565

48 0.0208333

51-11 0.0208333
FV-7.-22-V8-2 0.225226
55-9 0.0707792

—
FVIa-120
FVIE7-17 0.0131579

52-14 0.112992

Figura 36. Cladograma que muestra el agrupamiento de las secuencias
obtenidas por diferentes métodos.

Se muestra la formacién de dos grupos claramente diferenciados, en los que el primer
Grupo reune secuencias relacionadas con actividad enzimatica (cuadro rojo), mientras
gue el segundo grupo reline secuencias relacionadas con actividad sobre canales iénicos
(cuadro azul).

Teniendo en cuenta que el objetivo principal del trabajo se enfoca en los péptidos
presentes en el veneno del escorpion y que de acuerdo al cladograma presentado
en la figura 36 éstos se encuentran en el segundo grupo, se realizé alineamiento
individual de cada una de estas secuencias contra la base de datos para
identificar su posible funcién. En este sentido, el péptido FV2-16, reporté un 64-
67% de identidad con toxinas identificadas como inhibidoras de canales de
potasio, y de canales de calcio derivadas de veneno de escorpidn pertenecientes
a la familia Buthidae (tabla 19).
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Tabla 19. Pocentaje de identidad del péptido FV2-16.

El procentaje de identidad se realizo por BlastP. Color amarillo indica los residuos de
amino&cidos identicos en las tres secuencias, el color rosa residuos de aminoécidos
identicos en dos secuencias Yy el color azul residuos de aminoacidos similares.

PéptidolLimite de lineamiento Identidad Codigo | % Identidad Organismo
FV2-16M-37 G CIN|K/L GR|KC|DS|D|SDCICR Y| GE|R[CIL|SILGS|GY|FCKVIDPGAl _ _ T. macrochirus
pMeKTx30-328-63 C|P|S/L G K|P|C|N[SIN[K|D|C|IC|P Y|G|ERCLISAGE|GYFCKE|DP|G P|KF6125421 67 M. eupeus
Tﬂmggﬁ;s'z;;:m“ GICN|RILIN K K|cN|S|D|o|Dlcic|R|Y|G[E|RIC|I|S|T/6 v N|Y|Y|cK|PID|F 6| |BoxH2t| 6 |B.oootanusistaclis

Respecto a la secuencia obtenida para el péptido identificado como Tmac48, se
encontré similaridad con al menos 15 secuencias con un porcentaje de identidad
mayor al 65%, destacandose la toxina denominada Putative beta-neurotoxin del
veneno de escorpién Tityus pachyurus (39), que posee un 92% de identidad con

este péptido (tabla 20).
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Tabla 20. Resultados del alineamiento del amino terminal del péptido Tmac48, por medio de
Blastp.

Se muestran los péptidos que poseen un porcentaje de identidad mayor al 50%. Los
residuos de amino&cidos resaltados indican la diferencia con respecto a la secuencia

obtenida para el amino terminal del péptido Tmac48.

Organismo Codigo y Nombre Limite de Lineacion | %ldentidad Secuencias

T. macrochirus Tmacdd 12 —  |G|GKE[GIYIPILINI TS W| G X{K[S|GIXIFIFIGITINS WX
T, obscurus H1Z214 Toxin Tod5 19245 8% |G\GIK|E|GYIP(LIDIS| S|« G CIK|AG|C|F|F|G|TIN|SWC
T, pachyurus H1Z218 Toxin Toa? a4 2 K{E\GYIPILID| TYLN|G|CKIVIG|C|F|FIGTINSWC
T, ulfanus QUI165ToxinTz2 Fragment) 623l T |GIGK|E|G YILILIDIK SIN|GICIK|R|S|{C|F|F|G|SIT|SIWC
T pachyurus | PODL2SPutative beta-neurotorin(Fragment) | 1324 8% |6]G|K|EGIYIPILINIS{SINIG|C[K|SIGIR|FIAIG TIN|S

T, discrepans (K4 Toxin TdNab 19346 T |6IGIK|E\G YILILIDIR|SINIGICIK|R|S|C|F|F|G|S|T]SWC
T, discrepans POCF39 Bactridin-1 1025 81 G| CIK|Y|S|C{FIFIGITIN|S|W|C
T, discrepans COX4K3 Toxin TdNa5 0ad5 81 G| CIK|YS|C{FIFIGITIN|S|W|C
T fosciolotus PA3A35 Alpha-toxin TH4 1218 6% | |GK|EGYIPIAID] < |SIK\G|CKIVIT|C|F|F
T. bahinsis PEO0275 Insect toin ThIT-1 1318 68 | GKEGYPND - SRIGICKIVTICII|F

(. impicus fmpidus PA5667 Toxin 1 a0 Th KIE/G|YILVINIK (S TG CJKY 6 (CIF
T.costatus (Q968A8 Toxin-1ike TeoNTxP1 1933 6% GIGK|EGYIPIAID =15 K16 |CIKVTIC

(. impidus fmpidus Q7Z1K6 Toxin ClI5c 1834 Th KIEIG|YLVINIK{S (TG (C Y 16 V|F

Centruroides noxius 45664 Toxin Cngtll 0a36 T K(EGYLIVINK (S T16|CIKY(GICIF

(. impicus fmpidus QYT6L Toxin ClISc 2023 Th KIE/G|YILVINIK (S TG CJKY 6 (CIF

(. impidus mpidus QUZIKT Toxin CIh a3 Th KIE\GIYILVINIK{S TG (CIKY 6 (CIF

Respecto a las demas secuencias encontradas, los alineamientos mostraron una

alta similaridad con toxinas que actlan sobre canales i6nicos y que se han

reportado previamente en otros venenos de escorpion (tabla 21).
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Tabla 21. Tipos de péptidos y porcentaje de identidad de los aminos terminales
purificados del veneno de T. macrochirus.
%
Péptido Nombre Secuencia de aminoacidos Identida Referencia
d
Péptido
48 GGKEGYPLNTSWGCKSGCFFGTNSWCNTECKKXKA
Purificado
80,6 (39)
Péptido Putative beta-neurotoxin (T.
L GGKEGYPLNS SNGCKSGRFA GTNSNENTEC KGXDAENGY
Similar pachyurus)
Péptido
49-9 GGKEGYPLNTSNGCKSGCFF GTNSX
Purificado
87,5 (39)
Péptido Putative beta-neurotoxin (T.
o GGKEGYPLNS SNGCKSGRFA GTNSNENTEC KGXDAENGY
Similar pachyurus)
Péptido
51-11
Purificado GGKEGYPLNTSNGCKSGCFFGTNS
87,5 (39)
Péptido Putative beta-neurotoxin (T.
Similar pachyurus) GGKEGYPLNSSNGCKSGRFAGTNSNENTECKGXDAENGY
Péptido
o 49-11 GGKEGYPLNTSNGDKNGYFFGVXI
Purificado
92,3 (39)
Péptido Putative beta-neurotoxin (T.
Similar pachyurus) GGKEGYPLNSSNGCKSGRFAGTNSNENTECKGXDAENGY
Péptido
52-14 KKEGYLVGND GCFYGCFTRAAQXYE
Purificado
_ _ _ . 89,5 (244)
Péptido Putative sodium channel toxin (T. KKEGYLVGND GCKYGCITRPHQYCVHECELRKGTDGYCAYWLACYCYNMP
Similar cambridgei) DWVPTWSRAT NKCKGK
Péptido
55-9 GKEGYWGNDGCDYGCFTRDAQY
Purificado 773 39)
Péptido Beta-mammal toxin Tpa2 (T. KKEGYLVGNDGCKYSCFTRPAQYCVHECELRKGTDGYCYAWLACYCYNMP '
Similar pachyurus) DHVRTWSRAT NRCGS
Péptido
. FV2-34 LDGYPLSKHNYCKIYCPDDEVCKESCXIRAG
Purificado
80,6 (244)
Péptido Putative sodium channel toxin T.
LDGYPLSKNN YCKIYCPNDE VCKDTCKNRAGATNGKGDCI WKNCYCYDV
Similar obscurus
Péptido
FV3-15 KKDDYPVDTAERNCKFECNIVVDKGYCXNL
Purificado
_ _ _ _ 77,8 (244)
Péptido Putative sodium channel toxin T. KDDYPVDTAK RNCMLDCNIL DDKGYCDKFCKGRKADSGYC YKLKAACYCY
Similar obscurus GLPDDSPTKT SGRCNPNLR
Péptido
FV3-13 KKDDYPVDTAKRNCKFPCNVIDXEGYCSNN
Purificado 8115
Péptido . KKDDYPVDTAKRNCMLDCNVWDDEGYCDKFCKGRKADSGYCYKLKAACYC '
Toxin Tol4 T. obscurus
Similar YGLPDDSPTKTSGRCNPNVR (33)
Péptido
Purificado FV4-8 LDGYPLSKHNYCKIYCEDDAMCKNSCKIRAGAXNK o
76,5
Péptido . LDGYPLSKNNYCKIYCPDEKVCKWSCKHRAGATNGKGDCI
o Toxin To6 T. obscurus
Similar NKGCYCYDVAPGTEMYPGRLPCNPY (48); (33)
Péptido
FV6-10 LDGYPLSKVNNCKIYCPDDE 90
Purificado
Péptido LDGYPLSKNNYCKIYCPDEKVCKWSCKHRAGATNGKGDCI
o Toxin To7 T. obscurus
Similar NKGCYCYDVAPGTEMYPGRLPCNPY (48); (33)
Péptido
FV7-22 GXLVXNDGCKYQCFIWQAQY 78,6
Purificado
Péptid GYLVGNDGCKY
éptido
si p'l Toxin Td4 T. discrepans SCFTRPGTYCANECSRVKGKDGYCYAWMACYCYSMPNWVKTWDRATNRC
imilar
GRGK (245); (33)
Péptido FVI3-5 KEGYLVGSKGCKLECV 75 (246) (247)
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Purificado (245, 248).
Péptido Alpha-like toxin CSEv5 KDGYPVDSKGCKLSCVANNYCDNQCKMKKASGGHCYAMSCYCEGLPENAK
Similar Centruroides sculpturatus VSDSATNIC
Péptido 9.9
Purificado FVI3-11 LDGYPLSKVNNCKIYCPDDDTC-------| EGYLVGNDECK '
Péptido i LDGYPLSKIN NCKIYCPDDD VCKWTCKHRAGATNGKGDCI WYGCYCYDVA
e Toxin To7 T. obscurus
Similar PGTKMYPGSS PCYA (48); (33)
Péptido 448
Purificado FVI3-12 LDGYPLSKVNNCKIYCPDTX------ DVDPNTKMYPG ' (242)
Péptido Putative sodium channel toxin T. LDGYPLSKNN YCKIYCPNDE VCKDTCKNRAGATNGRGDCI WKNCYCYDVA
Similar obscurus PGTKMYPGRL PCNA
Péptido 053
Purificado FVI6-17 KKEGYLVGNDGCKYGCFTRPAQYCESECSLRXGT ' 39)
Péptido Beta-mammal toxin Tpa2 T. KKEGYLVGND GCKYSCFTRP AQYCVHECEL RKGTDGYCYA
Similar pachyurus WLACYCYNMPDHVRTWSRAT NRCGS
Péptido
FVI8-3 YGCFTRPAQYCESECSLRK 78,9
Purificado 39)
Péptido Beta-mammal toxin Tpa2 T. KKEGYLVGND GCKYSCFTRP AQYCVHECEL RKGTDGYCYA
Similar pachyurus WLACYCYNMPDHVRTWSRAT NRCGS

Para cada amino terminal obtenido, se calculé la cantidad de residuos de

aminoacidos faltantes en cada una de las secuencias, teniendo en cuenta el peso

molecular identificado (Tabla 22).

Tabla 22. Secuencias de aminos terminales de los péptidos purificados del veneno
de T. macrochirus y calculo de aminoéacidos faltantes en cada una de las

secuencias.
Peso ) Peso
Nombre del #A. A. Amino #A.A.
o Molecula ] molecular Secuencia
Péptido terminal o Faltantes
r Teorico
GGKEGYPLNTSWGCKSGCFFGT
48 7147,19 35 3801,49 NSWCNTECKKXKA 33,47
GGKEGYPLNTSNGCKSGCFF
F49-9 7147,92 25 2536,96 GTNSX 46,1
GGKEGYPLNTSNGCKSGCFFGT
F51-11 7147,82 24 2425,63 NS 47,2
GGKEGYPLNTSNGDKNGYFFGV
F49-11 7146,94 24 2545,98 XI 46
KKEGYLVGND
F52-14
7388,5 25 2831,36 GCFYGCFTRAAQXYE 45,5
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GKEGYWGNDGCDYGCFTRDAQ
F55-9 7389,57 22 2505,63 Y 48,8
LDGYPLSKHNYCKIYCPDDEVCK
FV2-34 7429,54 31 3532,22 38,9
ESCXIRAG
KKDDYPVDTAERNCKFECNIVVD
FV3-13 7822,66
30 3492,14 KGYCXNL 43,2
KKDDYPVDTAKRNCKFPCNVIDX
FV3-15
4834,54 30 3449,03 EGYCSNN 13,7
LDGYPLSKHNYCKIYCEDDAMCK
FV4-8 7462,45 35 3964,76 NSCKIRAGAXNK 34,8
FV6-10 7155,06 20 2286,56 LDGYPLSKVNNCKIYCPDDE 48,6
FV7-22 7389,32 20 2359,09 GXLVXNDGCKYQCFIWQAQY 50,2
FVI3-5 7008,7 16 1713,04 KEGYLVGSKGCKLECV 52,8
LDGYPLSKVNNCKIYCPDDDTC--
FVI3-11 7154,16 38 3685,08 ---EGYLVGNDECK 34,6
LDGYPLSKVNNCKIYCPDTX------
7156,16
FVI3-12 31 3473,13 DVDPNTKMYPG 36,75
KKEGYLVGNDGCKYGCFTRPAQ
7374,43
FVI6-17 34 3775,45 YCESECSLRXGT 35,9
FVI8-3 7389,5 19 2241,54 YGCFTRPAQYCESECSLRK 51,3

5.4.2. Prediccion de la estructura tridimensional del péptido FV2-16 del

veneno de T. macrochirus.

A partir de la secuencia del péptido FV2-16 purificado del veneno de T.

macrochirus, que consta de 37 residuos de aminoacidos, con 6 residuos de

cisteina, en las posiciones Cys2, Cys9, Cysl5, Cysl6, Cys23 y Cys32 se

generaron varios modelos estructurales. Teniendo en cuenta la cantidad de

residuos de cisteina (figura 37), se predice que la estructura tridimensional del

péptido FV2-16, esta estabilizada por tres puentes disulfuro.
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1 5 10 15 20 25 30 35
GCNKLGRKCDSDSDCCRYGERCLSLGSGYFCKVDPGA

Figura 37. Secuencia de aminoacidos del péptido FV2-16.

La estructura primaria consta de 37 residuos de aminoacidos, de los cuales en negrilla se
resaltan los 6 residuos de cisteina. Estos residuos pueden estar implicados en la
formacion de tres puentes disulfuro.

La secuencia de aminoacidos del péptido FV2-16, se sometio al andlisis
estructural por I-TASSER, donde se predijo la estructura secundaria por medio de

la herramienta PSSpred, con un score de confiabilidad de 5.3 (Figura 38).

1 5 10 15 20 25 30 35
Secuencia GCNKLGRK CDSDSDCCRYGERCLSLGSGYFCKVDPGA
Prediccibn cCCCHHCCC CCCCCCHHHHHHHHHHCCCCCSSCCCCCC
Score 9200 144 3 4786227 7 76 34 78753887024689 9938

Figura 38. Prediccion de la estructura secundaria del péptido FV2-16.

Se muestra cada una de los tipos estructurales predichos y el score de cada uno de los
residuos de aminoacidos que conforman el péptido FV2-16. (H: Hélice; S: Hebra; C: Coil).

En la prediccion de la estructura secundaria para FV2-16, el servidor I-TASSER,
normalizo los datos por el factor- B (figura 38). De acuerdo al comportamiento de
dicha gréfica, los valores que se encuentran por debajo del umbral (cero) son los
residuos con mayor probabilidad a adoptar una estructura secundaria mas
estable. Teniendo en cuenta esta informacion, se predice que la estructura
secundaria del péptido FV2-16, esta conformada por cuatro regiones Coil (C), dos

hélices alfa (H) y una hoja beta (S) (figuras 38 y 39).
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Hornalized B-factor Helix * Strand ® Coil

Porowaoaoa

[

Hornalized B-factor

5 18 15 28 25 3 35
Residue Hunber

Figura 39. Normalizacion de la prediccién del modelo de estructura secundaria del péptido
FV2-16 de T. macrochirus

Los valores inferiores a cero indican la estabilidad de la estructura en el punto
determinado.

Para la prediccion del modelo tridimensional, el servidor I-TASSER seleccion6 10
plantillas (moldes de proteinas) de la base de datos de PDB, con base en los
valores de alineamientos pareados que realiza al ser mayores de 1, indica que el

alineamiento es confiable (figura 40).

Rank PDB Iden1 Iden2 Cov Norm. 20
Hit Z-score |

Sec. Str CCCHHCCCCCCCCCHHRHHHHAHHCCCCCSSCCCCCC

SEQ GCNKLGRKCDSDSDCCRYGERCLSLGSGYFCKVDPGA

1  3asiA 031 027 0.86 1.82 GPS---TT QEDS-- SNQGV LQQUDGFS DCSMGP
2 1mm8A 018 0.19 0.76 027 e DREADIHAYLQDKLAHNERFVVRSKHP -
3 1hORI 040 0.32 0.81 1.80 G PRILIR KQDSD -LAG-- VCGPNG-F GSP---
4 11mrA 036 022 0.68 1.18 DCLPRGSK"LGNKQ “KYANR VGV------=------
5 1imrA 036 022 0.68 0.83 D" LPRGSK"LGNKQ “KYANR _VGV------------
6  2poSA 039 041 0.89 168 - PKILKK RRDSD PG---A ICRGNGYCGSGSDGG
7 1lmrA 036 022 0.68 1.13 DCLPRGSKCLGNKQ " “KYANR VGV----=--------
8  lemxA 052 035 0.68 0.37 DCGKLFSG DTNAD (-=--=------- EGYW KLDW--
9  lemxA 045 035 0.78 1.14 D' GKLFSG DTNAD «E-GYV ----- RLW KLDW--
10 14104 029 0.27 0.95 1.73 I TGADRP AACCP  P-GTS KAESNGVY RKDEP-

Figura 40. Alineamiento de 10 secuencias con mayor identidad al péptido
FV2-16 y valor de Z-score de cada uno de los alineamientos realizados.
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Con base en los moldes identificados, se generaron 5 posibilidades de modelo
tridimensional para el péptido FV2-16, de los cuales se seleccion6 el que
presento un valor de C-Score mayor a -1,5. Sin embargo, este modelo consta de
4 hojas plegadas beta, antiparalelas y una region larga de Coil (figura 41A), lo
que va en contraposicion a lo predicho por el mismo servidor en cuanto a

estructura secundaria.

Los resultados obtenidos por PepFold3 fueron similares a la prediccion de
estructura secundaria, mostrando una estructura con una hélice alfa en su interior
(figura 41B). Sin embargo, la ubicacion de los residuos de cisteina en esta
estructura, no permiten la formacién de los puentes disulfuro predichos por la
cantidad de estos residuos. Teniendo en cuenta este aspecto, HHPred generé un
modelo que tal vez se aproxime mas a la estructura funcional del péptido, pues
muestra una sola hélice alfa (figura 41C), y los residuos de cisteina se encuentran
ubicados de tal manera, que permiten la formacién de tres puentes disulfuro
(figura 41C).
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Figura 41. Modelos estructurales generados para la secuencia del péptido FV2-16.

A. Modelo generado por I-Tasser. B. Modelo generado por PepFold3, mostrando los
residuos de cisteinas como bastones. C. Modelo generado por HHPred, identificando los
puentes disulfuro que estabilizan la estructura.

5.5. Andlisis de resultados

El alineamiento multiple realizado, entre las secuencias de proteinas y péptidos
determinadas en el veneno de T. macrochirus, muestra que las secuencias se
relacionan claramente en dos grupos representativos de los péptidos y proteinas
del veneno de escorpion, entre los cuales se encuentra un grupo con actividad
enzimatica (metaloproteasa) y uno con actividad especifica sobre canales i6nicos.
Este tipo de composicibn también se ha reportado en otros venenos de
escorpiones tanto del mismo género como de otros géneros diferentes (39, 244,
33, 48, 246, 245, 247, 248). De acuerdo a estos resultados, se logra tener una
base para la relacién filogenética de T. macrochirus, con las diferentes
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especies que se hallan en el mundo, como también marca la presencia y
ausencia de diferentes componentes especificos de los venenos de escorpion
(249). El grupo de enzimas que indica la presencia de metaloproteasas, reportada
en el veneno de T. obscurus, y de T. serrulatus. En este Ultimo se encuentran en
la familia de peptidasa Gluzincin (250). En cuanto a la presencia de Toxinas de
canales de sodio, se relaciona con la cantidad de péptidos purificados del veneno
de T. macrochirus, con masa molecular de 7000 a 7800 Da, que se encuentran
presentes en venenos de escorpion del mismo género, que pueden diferir en

algunos aminoacidos, como también en el arreglo estructural (251).

La estructura predicha para el péptido FV2-16 del veneno de T. macrochirus
corresponde a una estructura similar a la de una toxina con afinidad para canal de
potasio, resultado que ademas se confirma por rasgos como la longitud de la
cadena, el peso molecular y la cantidad de residuos de cisteina. Sin embargo,
teniendo en cuenta que se usaron diferentes programas de prediccion de la
estructura terciaria de esta toxina, el modelo generado por I-TASSER mostré una
estructura completamente diferente, con una alta proporcion de hojas beta en su
estructura (figura 41). EI motivo de a-hélice caracteristico de las toxinas con
afinidad a canales de potasio no se observa en este modelo, pero si se observa
en el modelo generado por el programa PepFold3, aunque la ubicacién de las
cisteinas no es adecuada para la formacion de los puentes disulfuro (figura 41B).
Sin embargo, el modelo generado por HHPred satisface las dos situaciones
anteriores, al observarse un pequefio segmento helicoidal en su interior y la
formacion de los tres puentes disulfuro posibles con las seis cisteinas presentes

en la secuencia (216, 217).

Las principales caracteristicas de este péptido para catalogarlo como una toxina
de canal de potasio son la longitud de la cadena (37 residuos de aminoacidos), la
cantidad de cisteinas (6 residuos Cys), y el motivo de cisteinas conservado en
Cysl5 y Cysl16 (57). Ademas la estructura tridimensional predicha posee uno de
los motivos estructurales especificos para toxinas de canales de potasio, como es

de una hélice alfa corta conectada a hojas beta antiparalelas por medio de un
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loop, denominada CSaf (58, 68, 89). Teniendo en cuenta estas caracteristicas se
podria clasificar en las toxinas de la familia a-KTx, y podria ser selectivo para un
tipo de canal de potasio de Kvl KCa2 y KCag3, los cuales pueden ser bloqueados
por el motivo de Lisina y otro residuo de aminoacido (58), teniendo en cuenta los
resultados de actividad sobre el canal de hKvl.3, y con base a estas
caracteristicas estructurales predichas, se propone que este péptido puede

reconocer otro tipo de canal Kv1 (68).
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.2. CONCLUSIONES

En el veneno de escorpién T. macrochirus, se encuentra 5,52 mg/mL de proteina
soluble total, compuesto principalmente por proteinas y péptidos de 3 a 100 kDa y

con puntos isoeléctricos entre 6 a 10.

Mediante el método B de HPLC sobre el veneno total de T. macrochirus se
identificaron 23 fracciones de péptidos con masa molecular de 3000 Da a 5000
Da, 21 fracciones con peso molecular de 5000 Da a 7900 Da y otras fracciones
de proteinas con pesos moleculares mayores a 10000Da que corresponden
principalmente a enzimas, ente las que se destacan la metaloproteasa y la

hialuronidasa.

El procedimiento que permitié separar una mayor cantidad de péptidos puros
consistio en usar cromatografia de filtracion en gel (Sephacryl S-100), seguido de
cromatografia de intercambio cationico (CM-Celulosa) y por ultimo RP-HPLC por
el método B. Por este procedimiento se obtuvieron 36 péptidos puros, de los
cuales 10 poseen un peso molecular de 3000 Da a 4000 Da, que podrian
corresponder a péptidos que actuan sobre canales de potasio y 26 péptidos con
peso molecular de 7000 a 7900Da que corresponderian a toxinas de canales de

sodio.
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Los veinte péptidos caracterizados en su estructura primaria total o parcialmente,
poseen 6 u 8 residuos de cisteina, por lo cual son clasificados como péptidos con
puentes disulfuro (DBPs). De acuerdo a esta identificacion de secuencias
igualmente se establece que estos péptidos se relacionan con toxinas de canales

iGnicos caracteristicas de los venenos de escorpion.

Los péptidos 32, 36, 41, 44 y 46 generaron la mayor actividad citotdxica sobre las
lineas celulares evaluadas y sobre cultivo primario de neuronas. Estos péptidos
poseen entre 6 y 8 cisteinas en su estructura primaria y poseen un peso
molecular entre 3000 Da a 3800 Da. Sin embargo, el péptido Tmac48, que
presenta un peso molecular de 7147,19 Da y tiene 8 cisteinas en su estructura,
también presentd efecto citotoxico significativo sobre las lineas PC3, HelLa y

sobre cultivo primario de neurona.

De acuerdo a los ensayos realizados de toxicidad sobre mamiferos e insectos
tanto con el veneno total como con las fracciones de péptidos, se identificoO que
estos componentes pertenecen a toxinas que actuan sobre canales de sodio y
potasio clasificados como a-NaTxs y a-KTxs de mamiferos. Este efecto se
observé con diferentes grados de intensidad, identificandose que algunos logran
ser letales poco tiempo después de su inyeccién y otros solo generan sintomas

gue afectan el comportamiento normal del animal.

El veneno de escorpidon T. macrochirus posee hialuronidasas y proteasas en su
composicién, mientras que carece de actividad de fosfolipasas y metaloproteasas.
La actividad de hialuronidasa se detectdé por medio de la hidrélisis de acido

hialurénico y se relacion0 esta actividad con una proteina que posee un peso
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molecular estimado electroforéticamente entre 46 a 48 kDa. Las proteasas se
identificaron por similaridad en secuencias obtenidas por huella peptidica del

veneno total y no se observo su actividad sobre caseina ni gelatina.

El péptido FV2-16 posee 37 residuos de aminoécidos, con un peso molecular de
3959,03 Da, entre los residuos de aminoacidos se encuentran 6 residuos de
cisteinas. Caracteristicas estructurales con las que se podria clasificar como un
péptido o toxina que reconocer canales de potasio y calcio, por su porcentaje de
identidad con otras toxinas que poseen esta actividad.

A pesar que del péptido FV2-16, experimentalmente no se observo inhibicién de
la actividad del canal de tipo hKv1.3. La estructura terciaria predicha del péptido,
evidencia la presencia de tres puentes disulfuro que estabilizan el posible motivo
estructural CSaf3, caracteristico de toxinas de canales de potasio, por lo cual este
péptido podria reconocer y modificar la actividad de otro tipo de canales de

potasio.
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6.3. RECOMENDACIONES

Realizar estudios a nivel gendmico y transcriptdmico para completar la
informacion del veneno de T. macrochirus e identificar posibles actividades

biolégicas y biotecnolégicas asociadas a los componentes del mismo.

Con base a los resultados obtenidos, determinar el mecanismo por el cual los

péptidos desarrollan un efecto citotoxico sobre las lineas celulares evaluadas.

Identificar la relacion filogenética de este escorpion con otros reportados

previamente de la misma familia, a través de un andlisis molecular comparativo
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Anexo A: Preparacion de geles SDS-PAGE- Tris-Tricina.

Tabla AnexoAl. Cantidades de reactivos empleados parala preparacion de geles
SDS-PAGE, en tris Tricina. Para la identificacion de péptidos presentes en el
veneno de T. macrochirus.(121)

Reactivo Gel de Separacién | Gel de concentracion
15% 10%
Acrilamida: bisacrilamida 1,5mL 324 uL
(48%T; 1,5%C)
Buffer (Tris- HCI 3,0M, 1,67 mL 0,62 mL
0,3%SDS pH 8,45)
Agua desionizada 1,3mL 1,55 mL
Glicerol 530 pL
Persulfato de Amonio 10% 50 uL 13,3 uL
TEMED 8 uL 1,5uL
Volumen total 5mL 2,5mL

Anexo A2: Preparacion de geles SDS-PAGE- Tris-Glicina.
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Tabla Anexo A2. Cantidades de reactivos empleados para la preparacion de geles
SDS-PAGE, en Tris Glicina. Para la identificacion de péptidos presentes en el veneno
de T. macrochirus, y la segunda dimension de 2D. (122)

Gel de Gel de Gel de Gel de Gel de
Reactivo Separacion | Separacion | Separacién | concentracion | Separacion
7,5% 10% 16% 10% 12%
Acrilamida: 3,75 mL 5mL 7,5 mL 2 mL 4 mL
Bisacrilamida
(30%)
Buffer (Tris- 3,75 mL 3,75 mL 3,75 mL 3.75mL 3,75 mL
HCI 1,5M, pH
8,8)
Glicerol -- 1,5mL 2,25 mL 1.5mL
SDS 10% 150 pL 150 pL 150 pL 150 pL 150 pL
Persulfato de 75 uL 75 uL 75 uL 7 5uL 7 5uL
Amonio 10%
TEMED 5uL 5uL 5uL 5uL 5uL
Agua 7,27 mL 6 mL 1,25 mL 3mL 5mL
desionizada
Volumen total 15 mL 15 mL 15 mL 15 mL 15 L




Anexo B: Curva de calibracion para la cuantificacion de
proteina total soluble del veneno de T. macrochirus, por
medio del método de BCA.

Figura B1. Curva de calibracién de BSA. Determinacion de concentracién de proteina

soluble del veneno T. macrochirus, a partir de la ecuacion de la recta, empleando como

Curva patron BSA
0,60

0,50 —— Curva patron BSA

Lineal (Curva patron
BSA)
—— Lineal (Curva patron
BSA)

0,40

0,30

Absorbancia (540nm)

y=0,3594x + 0,0168
R?=0,9946

0 0,5 1 1,5
Concentracién BSA mg/mL

patrén de proteina BSA.
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Tabla B1. Cuantificacién de concentracién de proteina total soluble del veneno T.
macrochirus, obtenidos por el método de &cido bicinconinico. Los datos se
obtuvieron a partir de la ecuacion de la recta dada en la curva de calibracion de BSA, por

el método de cuantificacion de proteina BCA.

Abs *[Proteina *[Proteina Abs *[Proteina
BSA *[BSA] | AbsMV1 MV Abs MV2 V2] 3 V3
0,49 1,31 0,87 2,36 0,90 1,18 1,70 2,43
0,26 0,66 0,52 1,41 0,64 0,77 0,48 0,51
0,11 0,33 0,25 0,64 0,31 0,24 0,50 0,54
0,07 0,16 0,11 0,26 0,20 0,07 0,24 0,14
0,06 0,08 0,06 0,13 0,17 0,03 0,20 0,07
0,04 0,04 0,04 0,07 0,13 -0,03 0,18 0,05

MV=Muestra de veneno total T. macrochirus.

Tabla B2. Cuantificacion de proteina soluble total presente en el veneno de T.

macrochirus, por el método de espectrofotometria (Suelter CH, 1985).

Mg
Abs Abs [Proteina] | Proteina
Muestra 260nm 280nm mg/mL Total
MV1 2,066 2,233 1,89 378,20
MV2 1,574 1,932 1,79 359,67
MV3 1,56 1,913 1,77 355,91

MV=Muestra de veneno total T. macrochirus
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Tabla B3. Cuantificacion de proteina soluble total presente en el veneno de T.
macrochirus, por el método de espectrofotometria (Possani, Martin et al. 1985,).

Hg
Abs [Proteina] | Proteina
Muestra 280nm mg/mL Total
MV1 1,555 1,55 231,8
MV2 1,001 1,00 100,1
MV3 2,318 2,32 232

MV=Muestra de veneno total T. macrochirus
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Anexo C: Cromatografia de columna abierta

Anexo C1. Cromatografia de filtracién en gel con soporte de BioGelP30.

Para el desarrollo de este método se realizé6 empleando dos cantidades diferentes de

veneno total, como se describe a continuacion.

- En el primer ensayo, se sembraron 32,14 ug de proteina total del veneno de T.
macrochirus. obteniendo 7 fracciones (Figura C1).

- El segundo ensayo se realiz6 con 279,1 ug de proteina total del veneno del
escorpion, obteniendo tres fracciones (Figura C2).

Cada una de las fracciones obtenidas, por este método se liofilizaron y una vez

secas, se re-suspendieron en 100 pL de agua grado HPLC y se les determind su

concentracion de proteina total por el método de absorcién a 280 nm, obteniendo

valores de cantidad de proteina, en cada una de las fracciones menores a 0,5 g, con

un porcentaje de menor a 0,5% (Tabla C1).

112314586 |7

Absorbancia (UAB)

Figura C1. Perfil cromatogréficos de cromatografia en filtracion en gel
BioGelP30, del veneno total de T. macrochirus. Cada una de las lineas indica las 7

fracciones obtenidos durante la purificacién del veneno total. La linea discontinua
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indica la absorbancia a 220nm vy la linea continua la absorbancia a 280nm.

Absorbancia UAbs

\ i Ay

\i"
‘tevierissedesesizisearsisiastiassane

Volumen (mL)

Figura C2. Perfil cromatogréaficos de cromatografia en filtracibn en gel
BioGelP30, del veneno total de T. macrochirus. Cada una de las lineas indica las 3
fracciones obtenidos durante la purificacion del veneno total. La linea discontinua

indica la absorbancia a 220nm y la linea continua la absorbancia a 280nm.

Tabla C1. Concentraciéon de las fracciones obtenidos en las cromatografias de
filtracion en gel (CF). Se muestra la concentracion y rendimiento de las dos

purificaciones realizados con el soporte de BioGel P30.

de de
. %de HO ) %de HO
Fracciones i » proteina | Fracciones . . proteina
] Proteina | Recuperacion Proteina Recuperacion
Primera para Segunda para
Total ug enla Total pg en la
CF . RP- CF o RP-
purificacion purificacion
HPLC HPLC
1 0,025 0,078 0,0050 1 0,042 0,0150 0,0084
2 0,069 0,215 0,0138 2 0,529 0,1895 0,1058
3 0,044 0,137 0,0088 3 0,025 0,0090 0,005
4 0,006 0,019 0,0012
5 0,025 0,078 0,0050
6 0,045 0,140 0,0090
7 0,029 0,090 0,0058

Una vez determinada la concentracion de cada una de las fracciones obtenidas, se
analizaron por el método A de RP-HPLC, con las cantidades descritas en la tabla 1, para

detectar la presencia de péptidos purificados por el método de filtracién en gel BioGel-
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P30 (Figura C3). Al comprar los cromatogramas de RP-HPLC con el cromatograma del
veneno total de T. macrochirus (Figura C3), ninguna de las fracciones presento sefiales

significativas o similares a las observadas en el cromatograma del veneno total, pero si

presenta un cromatograma muy similar al blanco (Figura C3A vy B).

mAU

1800

1600

1400

1200

1000-

800

600

400

200

-200

_uw I T
Blanco 20.02.15 met pool bio

30 35

Minutes

40

2000

__uv

41.1 conc
1800
1600
1400

1200

1000

20 35

Minutes

mAU

uv

Veneno T. macrochirus

25 30 35
Minutes

4q

Figura C3 Cromatogramas de RP-HPLC, de las fracciones obtenidas en filtracién en

gel por BioGelP30. A. Cromatograma del blanco (H20), no se observa ningun tipo de

sefial o interferencia para la detecciéon de péptidos. B. Cromatograma de una de la

fraccion 2 de la primera Filtracién en Gel BioGelP30. No se observa ningun tipo de sefal

diferente al blanco. C. Cromatograma del veneno total, se logran observa cada una de

las sefiales correspondientes a péptidos.

Anexo C2. Cromatografia de intercambio aniénico

Para este método se emplearon 3,74ug, de proteina total. En el desarrollo de este
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método se logré obtener una sefial mayor a 0,3UA en la elucién de 150mM de NaCl y
tres sefiales con una absorbancia mayor 0,1 UA durante la elucién con 250mM de NacCl
(figura C4). Se reunieron las fracciones que reportaran absorbancia mayor de 0,05 UA 'y
cada uno de las fracciones obtenidos se liofilizaron y se re-suspendieron en 100uL de

agua grado HPLC.

DEAE- Sepharosa

0,400

16 15

0,350 9

0,300
250mM 350mM 450mM 550mM

0,250

Unidades de Absorbancia

Volumen (mL)

-0,050
Longituddeonda ——220nm —€—280nm

Figura C4. Perfil cromatogréafico de intercambio anidnico. Se realiz6 empleando un
soporte de DEAE-Sepharosa. Las flechas indican la concentracién de NacCl, el que se
realiz6 el intercambio. Los numeros indican las fracciones obtenidas con las

concentraciones de con absorbancia mayor a 0,05UA.

Las fracciones obtenidas en la cromatografia de intercambio aniénico, se les determiné
su concentracion por absorcién a 280nm, reportando varios datos de concentracién
menor de cero, y unos pocos mayor a este valor (tabla C2).

Las fracciones con concentracion mayor a 0,1, se analizaron por RP-HPLC (método A),
posterior a su liofilizacién (Figura C5). Pero no se observaron sefiales diferentes al
blanco referente o similares al del veneno total de T. macrochirus (figura C5C), ni

semejantes a las obtenidas del veneno total de T. macrochirus.
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Tabla C2. Concentracion de las fracciones obtenidas en cromatografia de

intercambio aniénico. En cada fraccion el valor que se encuentra en paréntesis indica la

concentracion de NaCl a la cual fue eluida.

mAU

)
Minutes

3 Mg de proteina o
CONCENTRACION ] %Rendimiento de la
, analizados en RP- o
FRACCION pg/pL purificacion
HPLC

16(150mM) 0,023 2,3 0,61

15(250mM) 0,0166 1,66 4,43

17(250Mm) 0,0107 1,7 2,86

20(350Mm) 0,015 1,5 0,401

38(450Mm) 0,0090 0,9 0,24

Ov 2000 OV
e T Blanco A o 15 conc B
1600 1600
1400 1400
1200 1200
S 1009 = 1000
TE: 804 E 800
60 600
406 400
20¢4 200
=== T un
7200 5 10 15 20 25 30 35 40 5 15 20 25 30 35 40
Minutes Minutes
s Veneno T. macrochirus c

Figura C5. Cromatograma RP-HPLC, de la fraccion obtenida en cromatografia

de intercambio anionico. A. Cromatograma del blanco (H-O), B. Cromatograma de
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la fraccién 15, C. Cromatograma del veneno total. No se observan sefiales de la

fraccion 61, que podrian ser correspondientes a péptidos.

Anexo C2. Cromatografia de intercambio catiénico

La cromatografia de este tipo, se realiz6 con CM-Sephadex, con 2,26ug. se obtuvieron
tres fracciones con unidades de absorbancia mayores a 0,05, durante la elucién con
150mM y 450mM de NaCl (figura C6). Cada una de las fracciones se liofilizaron. Una vez
secas se re-suspendieron en 200pL de agua.

Al determinar la concentracion por absorbancia a 280nm, reportaron valores menores a
cero. Por lo cual se seleccionaron las fracciones con unidades de absorbancia mayores a
0,05UA (Figura C6), para realizar el andlisis por RP-HPLC. Pero no se logré observar
ningun tipo de sefial diferente al blanco de referencia, o similares al del veneno total.
(Figura C7).

CM-Sephadex

* , 1somm 250mM 350mM 450mM 550mM

0,1 —8— Abs 220nm

—&— Abs 280nm

0,08

Absorbancia (UAbs)

0,06 * *

0,04

Volumen (mL)

Figura C6. Perfil cromatogréaficos de intercambio catidnico. Se realizé empleando un
soporte de CM- Sephadex. Las flechas indican la concentracion de NaCl, el que se
realizd el intercambio. Para el andlisis por RP-HPLC se seleccionaron las fracciones

sefialadas con *.
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Figura C7. Cromatograma RP-HPLC, de una de las fracciones obtenidas en
cromatografia de intercambio catidonico. El cromatograma de la fraccién 61,
seleccionada por presentar absorcibn mayor de 0,05UA. No se observan sefiales

diferentes al blanco de referencia o relacionadas con las del veneno total.
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ANEXO D. Método de Ultrafiltracion:

Para el desarrollo de este método se inicié con 130 ug de proteina total del veneno de T.
macrochirus, los cuales fueron ultrafiltrados inicialmente con el Amicon Ultra-0,5® 100
kDa (Diagrama 1), hasta obtener el Retentato con el Amicon Ultra-0,5® 3 kDa. A cada
uno de los retentatos y difusatos obtenidos se les determiné la concentracion por el factor
de absorbancia a 260nm y 280 nm, (Tabla D1). El retentato de interés obtenido en la
ultrafiltracion fue el de Amicon Ultra-0,5® 3 kDa, el cual posee un total de proteina de
4,49 ug, con un porcentaje de recuperacion de 3,44%. (Este procedimiento se realizé tres

veces).

Tabla D1. Ultrafiltracién del veneno total de T. macrochirus. Concentracion y cantidad
de proteina total obtenida por la ultrafiltracion del veneno de T. macrochirus desde el
Amicon Ultra-0,5® de 100 kDa, hasta el Amicon Ultra-0,5® 3 kDa.

Abs 260 | Abs 280 Volumen Concentracion Proteina Mg
Fraccion nm nm (uL) [ng/uL] proteina
Veneno 0,648 0,738 200 0,65142 130,284
1mer Filtrado 100 kDa 0,572 0,646 150 0,56658 84,987
1mer Retenido 100 kDa 0,287 0,284 200 0,22208 44,416
2do Filtrado 100 kDa 0,269 0,348 170 0,33496 56,9432
2do Retenido 100 kDa 0,204 0,176 200 0,11776 23,552
3cer Filtrado 100 kDa 0,238 0,274 170 0,24382 41,4494
3cer Retenido 100 kDa 0,187 0,153 200 0,09503 19,006
4to Filtrado 100 kDa 0,204 0,223 165 0,19061 31,45065
4to Retenido 100 kDa 0,541 0,449 200 0,28479 56,958
5to Filtrado 100 kDa 0,031 0,021 160 0,00899 1,4384
5to Retenido 100 kDa 0,157 0,128 200 0,07908 15,816
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6to Filtrado 100 kDa 0,017 0,01 157 0,00258 0,40506
6to y final Retenido 100
kDa 0,147 0,128 200 0,08668 17,336
Filtrado Total 0,128 0,138 1200 0,11662 139,944
Filtrado 100 kDa para 50
kDa 0,137 0,151 400 0,12993 51,972
1mer Filtrado 50 kDa 0,064 0,081 350 0,07691 26,9185
1mer Retenido 50 kDa 0,055 0,053 200 0,04035 8,07
2do Filtrado 50 kDa 0,066 0,046 600 0,02114 12,684
2do Retenido 50 kDa 0,072 0,063 200 0,04293 8,586
3cer Filtrado 50 kDa 0,044 0,05 700 0,04406 30,842
3cer Retenido50 kDa 0,036 0,025 200 0,01139 2,278
4to Total Filtrado 50 kDa 0,035 0,033 700 0,02455 17,185
4to Total Retenido 50 kDa 0,028 0,02 100 0,00972 0,972
Muestra de 50 kDa para 30
kDa 0,035 0,033 300 0,02455 7,365
1mer Filtrado 30 kDa 0,007 0,007 270 0,00553 1,4931
1mer Retenido 30 kDa 0,021 0,023 200 0,01969 3,938
2do Filtrado 30 kDa 0,034 0,032 165 0,02376 3,9204
2do Retenido 30 kDa 0,043 0,045 200 0,03707 7,414
3cer Total Filtrado 30 kDa 0,026 0,027 600 0,02209 13,254
3cer Total Retenido 30 kDa 0,05 0,048 300 0,0364 10,92
Muestra de 30K para 10
kDa 0,043 0,032 300 0,01692 5,076
1mer Filtrado 10 kDa 0,053 0,044 250 0,02792 6,98
1mer Retenido 0,042 0,048 80 0,04248 3,3984
Muestra del 10 kDa para 3
kDa 0,065 0,059 150 0,04205 6,3075
1mer Filtrado 3 kDa 0,058 0,061 95 0,05047 4,79465
1mer Retenido 3 kDa 0,096 0,088 200 0,06344 12,688
2do Total Filtrado 3 kDa 0,026 0,061 300 0,07479 22,437
2do Total Retenido 3 kDa 0,111 0,083 100 0,0442 4,429

De acuerdo a los resultados obtenidos por la ultrafiltracion desde el Amicon Ultra-0,5®

100 kDa, se realiz6 nuevamente el procedimiento, pero esta vez se inici6 desde el

Amicon Ultra-0,5® 30 kDa (Diagrama 1). Obteniendo una concentracién y cantidad de

proteina total mayor en el retentato del Amicon Ultra-0,5® 3 kDa, que lo obtenido con el

procedimiento de ultrafiltracion iniciando desde Amicon Ultra-0,5® 100 kDa. Que
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correspondié a 26,33 ug de proteina total (Tabla D2), con un 20,31% de recuperacion,
para la purificacion de los péptidos del veneno de T. macrochirus. (Este procedimiento se

realizé por triplicado Tabla D2).

Tabla D2. Ultrafiltracidén del veneno total de T. macrochirus. Concentracion y cantidad
de proteina obtenida por la ultrafiltracion realizada desde el Amicon Ultra-0,5® 30 kDa,
hasta 3 kDa.

Absorbancia|Absorbancia| Volumen | [Proteina] Ug

Fraccién 260 nm 280 nm (L) pg/pL proteina

Veneno 0,575 0,7 200 0,648 129,6000

1mer Filtrado 30 kDa 0,243 0,262 200 0,22142 44,2840

1mer Retenido 30 kDa 0,362 0,446 200 0,41618 83,2360

2do Filtrado 30 kDa 0,196 0,227 400 0,20289 81,1560
Filtrado Final 30 kpa al

10 kDa 0,196 0,227 300 0,20289 | 60,8670

1mer Filtrado 10 kDa 0,161 0,17 250 0,14114 | 35,2850

1mer Retenido 10 kDa 0,121 0,132 200 0,11264 22,5280

2do Filtrado 10 kDa 0,138 0,142 500 0,11522 57,6100

2do Retenido 10 kDba 0,093 0,097 200 0,07967 15,9340
Filtrado Final 10 kDa al

3 kDa 0,138 0,142 300 0,11522 | 34,5660

1mer Filtrado 3 kDa 0,063 0,058 250 0,04202 | 10,5050

1mer Retenido 3 kba 0,173 0,167 200 0,12737 25,4740

2do Filtrado 3 kDa 0,069 0,067 500 0,05141 | 25,7050

2do Retenido 3 kba 0,151 0,159 200 0,13169 26,3380

Una vez terminado el método de ultrafiltracion por Amicon Ultra-0,5® 3 kDa, se
analizaron 12,6 g de proteina total, del retentato obtenido en Amicon Ultra-0,5® 3 kDa,
por RP-HPLC (método A), encontrandose siete sefiales que corresponden a péptidos
presentes en el veneno de T. macrochirus, en tiempos de retencién de 15 a 25 minutos y

gue también se encuentran en el perfil cromatogréafico obtenido a partir del veneno total
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(Figura D1 A y B). Al comparar estos dos cromatogramas se puede observar que el
método de ultrafiltracion logra purificar parcialmente los péptidos, que se encuentran en
los tiempos de retencion de 23 a 25 minutos, con respecto a las sefiales observadas en

el cromatograma del veneno total de T. macrochirus.

w

Veneno T, macrochirus

Figura D1. Cromatogramas RP-HPLC (método A, 40 minutos) del veneno total y del
retentato de Amicon Ultra-0,5® 3 kDa. A. Cromatograma de 10ug de proteina total del
veneno de T. macrochirus. B. Cromatograma del retentato de Amicon Ultra-0,5® 3 kDa.
Se analizaron 12,6 ug de proteina total del retentato 3 kDa. Cada una de las muestras se
analizaron con el método A de RP-HPLC. Se marcan los tiempos de retencion obtenidos
de sefiales que corresponden a péptidos del veneno de T. macrochirus.
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Anexo E. Purificacion de las fracciones obtenidas en el

procedimiento 4.

Perfiles cromatograficos de RP-HPLC, para la purificacion de las fracciones obtenidas en

el procedimiento 4.

FV1(NR)-8

Figura E1. Perfil cromatogréafico RP-HPLC, fraccién FV1(NR)-8



Anexo E. Purificacién de las fracciones obtenidas en el 177
procedimiento 4

AU

Figura E2. Perfil cromatogréafico RP-HPLC, fraccion FV2

Figura E3. Perfil cromatogréafico RP-
HPLC, fraccion FV3

Figura E4. Perfil cromatografico RP-HPLC, fracciéon FV4
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6000

fraccion FV5

Figura E7. Perfil cromatogréafico RP-HPLC, fracciéon FV7
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FVI1(NR)-4
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Figura E10. Perfil cromatografico RP-HPLC, fraccion FVI2

AU

Figura E11. Perfil cromatografico RP-HPLC, fraccién FVI3

vaiz’

FVI4-11

AU

FVI4-13

Figura E12. Perfil cromatogréafico RP-HPLC, fraccién FVI4
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AU

FVI5-10

Figura E13. Perfil cromatografico RP-HPLC, fraccién FVI5

FVI6-17

FVI6-16 |

FVI6-15

Ml Fvie-18

J‘L_.,,_ M

|
|

e e — i

Figura E15. Perfil cromatcm)gréfico RP-HPLC, fraccion FVI7
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AU

200 w0 5000

Figura E16. Perfil cromatgéréfico RP-HPLC, fraccién FVI8

A la fraccion de péptido FV2-16 se realiz6 reduccién y alquilacion (Figura E17),

FV2-16RA

AU

Figura E17. Perfil cromatografico RP-HPLC, fraccion FV2-16RA
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4= Fragmento 3

procedimiento 4

Fragmento 2

|
= I

Figura E18. Perfil cromatografico RP-HPLC, del resultado de digestion del péptido FV2-
16RA, para su posterior secuenciacion.

Una vez obtenida la fraccion reducida y alquilada del péptido FV2-16, se realiz6 digestidon
enzimatica con V8, obteniendo tres fragmentos (Figura E18). Al fragmento 2 se realiz

degradacién automética de Edman y se obtuvo la secuencia primaria de este péptido

Ejemplo de resultado obtenido en la obtencion de la secuencia primaria de los péptidos
purificados.

Figura E19. Secuenciacion del péptido Tmac FVI5-17RA. Cada una de las figuras
corresponden a los ciclos realizados en la secuenciacién automatica de Edman.
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ANEXO F: Resultados Preliminares de Citotoxicidad

En estos resultados, se obtuvieron a partir de la evaluacion citotoxica del veneno
total de T. macrochirus, observando que a las 24 horas que el porcentaje de
viabilidad disminuyo en todas las lineas celulares evaluadas. De las cuales donde
se obtuvo mayor efecto fue sobre la linea PC3, en la cual al usar 50 pg/mL de
veneno total, se disminuy6 su viabilidad al 28% con respecto al control. En cuanto
a HT-29, la viabilidad obtenida a 50 pg/mL de veneno fue cercana al 50%.
Mientras que, en las demas lineas celulares, con este valor de concentracién no
logré disminuir la viabilidad en un valor menor del 50%. Casos resaltando la linea
celular A549, donde el porcentaje de viabilidad fue cercano al 62%, seguido de
MDA-MB231 y SiHa, que con esta misma concentracion de veneno generaron
una viabilidad de 73 % y 89 % respectivamente (figura F1).

120

Porcentaje de Viabilidad Celular
o
=}

0 10 25 50 100
Concentracion de veneno (ug/mL)

Lineas Celulares mSiHa ~ A549 MDAMB231  HT-29 “PC3

Figura F1. Identificacion de la actividad citotoxica del veneno total de T.
macrochirus, en diferentes lineas celulares. Se observa la disminucion del
porcentaje de viabilidad de las cinco lineas celulares analizadas SiHa, A549, MDA-

MB231 HT-29, PC3. El porcentaje de viabilidad se observa que es menor en las lineas
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celulares PC3, HT-29 y MDA-MB231, en un 50% de acuerdo a las concentraciones

empleadas.

Este efecto se evalu6 también tanto en lineas celulares derivadas de tumor, como
en una linea celular de proveniente de fibroblastos sano (MRC-5). Observando
gue la viabilidad de MRC-5 se mantuvo por encima del 85% con respecto a las
concentraciones usadas de veneno total de T. macrochirus, indicando que el
veneno podria generar efecto sobre células provenientes de tumor y no sobre
células normales (figura F2, tabla F1). De acuerdo al analisis estadistico realizado
(tabla F2), se presentd una diferencia estadisticamente significativa en todas las
concentraciones usadas del veneno sobre lineas celulares PC3 y HT29, lo que
indica que desde la menor concentracion utilizada del veneno (10 pg/mL) se
afecta la viabilidad celular de estas lineas celulares. Mientras que en las lineas de
MDA-MB31 y A549, la concentracion mas baja no presenta efecto significativo
sobre la viabilidad celular, pero al usar 25 pg/mL y concentraciones mas altas, se
encuentran diferencias significativas que indican efecto citotéxico generado por el
veneno en cada una de estas lineas. Un efecto menor se observo sobre la linea
SiHa donde solamente la concentracion mas alta (100 pg/mL) mostré efecto

significativo sobre la viabilidad celular (figura F2).
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120

Porcentajede Viabilidad

SiHa

A549

MDAMB231

HT-29

Linea celular

PC3

MRC-5

Figura F2. Identificacidon de la actividad citotéxica del veneno total T. macrochirus,

en diferentes lineas celulares. De acuerdo a la concentracion de veneno empleada se

observa la disminuciéon del porcentaje de viabilidad de las seis lineas celulares
analizadas SiHa, A549, MDA-MB231, HT-29, PC3 y MRC-5. El porcentaje de viabilidad
de las lineas celulares PC3, MDA-MB231y HT-29, se disminuye hasta menos del 50%,

mientras que la linea MRC-5, disminuye solo hasta un 85%.

Tabla F1. Determinacion de la significancia estadistica de los resultados de

citotoxicidad del veneno de T. macrochirus. El andlisis de varianza de un factor,

estableciendo que valores p<0,01. Determinan el porcentaje de viabilidad generado por

el veneno sobre la linea celular ensayadas. ND: No Determinado.

LINEA Concentracion del veneno (ug/mL)
CELULAR

0 10 25 50 100
MRC-5 0,219 0,297 0,398 0,471 0,294
SiHa 0,201 0,058 0,061 0,018 <0,01
MDA- 0,209 0,071 <0,01 <0,01 <0,01




196 IDENTIFICACION, AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE PEPTIDO(S)
CON ACTIVIDAD CITOTOXICA, PRESENTE(S) EN EL VENENO DE ESCORPION
Tityus macrochirus (BUTHIDAE
MB231
A549 0,178 0,011 <0,01 <0,01 <0,01
PC3 0,211 <0,01 <0,01 <0,01 ND
HT29 0,196 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

El ensayo citotoxico también se realiz6 con la fraccion de péptido parcialmente
(VTnP), en la linea celular proveniente de tumor de cérvix HeLa, como resultado
se obtuvo que a 56 pg/mL de la fraccién VTnP la viabilidad celular fue del 60%;
en este Ultimo caso la disminucién de viabilidad tuvo una variacion lineal respecto

a la concentracién de fraccion VTnP utilizada (figura F3).

100 &
90
80 ©
70 @
60 ©
50
40
30
20
10

Porcentaje de Viabilidad Celular

0 10 20 30 40 50 60
Concentracion de VTnP (ug/mL)

Figura F3. Identificacion de la actividad citotéxica de la fraccion de péptidos
parcialmente purificado del veneno de escorpiéon Tityus macrochirus (VTnP), en la
linea celular HelLa. El porcentaje de viabilidad en la linea celular de HelLa, disminuye
con respecto a la concentracion de la fraccion, con una disminucion del 60%en una

concentracion de VTnP 56ug/mL (p<0,01).




Anexo G. Analisis estadistico del

efecto citotoxico del

veneno total de T. macrochirus y de las fracciones de

péptidos purificadas.

Se evaluaron 15 fracciones de péptidos purificados y el veneno total de T. macrochirus,

en las lineas celulares de PC3, HT-29, HBT-26, HelLa y neurona. En cada una para el

andlisis estadistico se seleccionaron la que presentaron un valor de desviacién estandar
menor de 2 Tabla G1.

Tabla G1. Fracciones de péptidos purificadas del veneno de T.

seleccionadas para el andlisis estadistico y resultados finales.

macrochirus,

Linea Fraccion IC50 datos Al PROMEDIO DS

HT-29 32 19,2699 19,7170 20,0639 19,6836 | 0,39805235
HT-29 33 10,7128 11,1942 10,4944 10,8005 | 0,35804203
HT-29 35 24,2419 24,1943 23,0960 23,84410,64828176
HT-29 36 27,9114 27,6345 26,8005 27,4488 | 0,57826298
HT-29 37 7,6625 7,3762 7,4721 7,5036 | 0,14572615
HT-29 38 15,5512 15,4825 16,2131 15,7489 | 0,40344509
HT-29 42 8,4173 8,1390 8,7684 8,4416|0,31540092
HT-29 44 15,24690 14,6152 15,3160 15,0594 | 0,38620813
HT-29 46 17,7833 16,9857 17,8643 17,5444 |0,48556921
HT-29 48 14,871 14,2106 15,5905 14,8907 | 0,6901609
HT-29 51-9 18,008 17,3271 18,2726 17,8692 (0,48778551
HT-29 51 21,3864 22,4529 22,3511 22,0635 0,58856203
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HT-29 52 17,9864 18,6911 17,5429 18,0735|0,57903045
HT-29 53 23,2117 23,8048 24,1511 23,7225|0,47507257
HT-29 Veneno 10,914 10,7879 11,2148 10,9722 | 0,2193268
HelLa 32 9,4443 9,6752 9,5867 9,5687|0,11649379
HelLa 33 18,5311 18,0521 18,9632 18,5155|0,45575114
HelLa 34 27,69190 28,3761 26,3957 27,4879 1,00583698
HelLa 35 9,9783 10,3476 9,9534 10,0931|0,22075482
HelLa 36 9,0341 8,6132 9,1397 8,9290|0,27854097
HelLa 37 9,8859 9,4350 9,9917 9,7709|0,29564036
HelLa 38 9,2157 8,8088 8,9506 8,9917|0,20654009
HelLa 42 10,0014 10,2653 9,7238 9,9968|0,27077888
HelLa 44 8,9307 9,3290 9,0289 9,0962|0,20750347
HelLa 46 30,1954 28,8749 31,6344 30,2349 1,38017399
HelLa 48 14,1041 14,7426 14,7806 14,5424 0,380083
HelLa 51-9 15,9841 16,7541 15,9983 16,2455 0,44051774
HelLa 51 19,8003 20,7544 19,7316 20,0954 |0,57171472
HelLa 52 15,475 15,4062 14,8324 15,2379 0,35282541
HelLa 53 16,9779 16,3216 17,5544 16,9513 0,61683031
HelLa Veneno 9,0075 8,9029 8,7974 8,9026 | 0,10505032
HBT-26 32 17,6233 17,8424 17,4783 17,6480| 0,1833024
HBT-26 35 19,8399 19,1275 18,9263 19,2979 0,48004516
HBT-26 36 20,9451 20,3214| 20,1825 20,4830| 0,4061719
HBT-26 37 31,6396 30,2314 30,1840 30,6850 | 0,8270475
HBT-26 38 42,4677 42,7961 | 42,0224 42,4287 | 0,3883191
HBT-26 42 15,1435 15,8686 15,5428 15,5183 0,36317033
HBT-26 46 32,4067 32,3724 33,0054 32,5948 0,35597453
HBT-26 51-9 26,717 26,0402 26,4716 26,4096 | 0,34263327
HBT-26 51 25,4062 24,8821 25,4220 25,2368|0,30725192
HBT-26 52 17,1891 17,2844 17,4435 17,3057 |0,12852643
HBT-26 53 16,8904 16,3920 17,4366 16,9063 | 0,52248224
HBT-26 Veneno 19,2348 18,6695 20,0152 19,3065| 0,6757091
PC-3 33 18,6738 18,9123 18,8734 18,8198 |0,12795547
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PC-3 34 32,87690 34,2322 34,1323 33,7471 0,75529765
PC-3 35 14,4301 14,3518 | 14,7018 14,4946 | 0,18368986
PC-3 36 15,5785 15,5946 16,3301 15,8344 0,42936426
PC-3 38 15,4739 16,0246| 15,0033 15,5006 | 0,51117325
PC-3 42 15,7399 15,0284 | 16,4437 15,7373 0,70765349
PC-3 44 16,9405 17,5419 16,5995 17,0273 |0,47715838
PC-3 46 43,6242 43,5504 | 44,9993 44,0580 0,81605327
PC-3 48 22,8733 22,5135 23,0461 22,81100,27171635
PC-3 51-9 18,6932 19,1915| 18,7004 18,8617 | 0,28563787
PC-3 51 26,0172 25,3501 27,0100 26,1258 | 0,83525867
PC-3 52 28,3722 27,5267 28,4249 28,1079 | 0,50405204
PC-3 Veneno 46,4149 47,5262 44,8034 46,2482 |1,36903614
Neurona 33 1,4729 1,4139 1,5257 1,4708 | 0,05592865
Neurona 34 12,86860 12,8859 13,2622 13,0056 | 0,22241925
Neurona 35 9,9516 10,2153 9,5396 9,90220,34055156
Neurona 36 5,7291 5,9035 5,5741 5,7356|0,16479519
Neurona 37 6,4233 6,3836 6,6945 6,5005 | 0,16920616
Neurona 38 6,679 6,4344 6,3945 6,5026 | 0,1540354
Neurona 42 5,2365 5,4853 5,4887 5,40350,14463623
Neurona 44 12,8218 13,0016 12,5443 12,7892 | 0,23038286
Neurona 46 10,5886 10,8837 10,1491 10,5405 | 0,36965782
Neurona 48 16,2446 16,8548 16,4289 16,5094 0,31297
Neurona 51-9 4,4665 4,2734 4,2727 4,3375|0,11168896
Neurona 51 9,5132 9,8515 9,6021 9,6556 | 0,17538076
Neurona 53 18,4647 19,2153 18,8652 18,8484 | 0,37558191
Neurona | Veneno 2,3211 2,2514 2,3702 2,3142|0,05969693

A continuacion, se detalla el analisis estadistico realizado sobre el efecto citotéxico de las

fracciones de péptidos y el veneno, en cada una de las lineas celulares
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Descriptivos

95% del
intervalo de ...
Desviacién

N Media estandar Error estandar | Limite inferior

HT-29 veneno 3 6,428680 ,3214340 ,1855800 5,630194
FRACC30 3 | 10,925640 ,5462820 ,3153961 9,568600
FRACC31 3 12,896450 ,6448225 ,3722884 11,294622
FRACC32 3 9,144790 , 4572395 ,2639873 8,008944
FRACC33 3 11,438270 ,5719135 ,3301944 10,017558
FRACC37 3 9,489870 4744935 ,2739489 8,311163
FRACC39 3 12,239960 ,6119980 ,3533372 10,719673
FRACC41 3 | 12,186400 ,6093200 ,3517911 10,672765
FRACC43 3 11,698400 ,5849200 3377037 10,245378
FRACC44-9 3 | 18,008000 ,9004000 ,5198462 15,771282
FRACC46 3 15,637900 ,7818950 4514273 13,695565
FRACC47 3 | 17,986400 ,8993200 ,5192226 15,752365
FRACC48 3 11,961600 ,5980800 ,3453016 10,475887
FRACC27 3 | 12,580200 ,6290100 ,3631591 11,017653
FRACC28 3 10,712800 ,5356400 ,3092519 9,382196
FRACC29 3 6,517120 ,3258560 ,1881330 5,707649
Total 48 11,865780 3,2835641 4739417 10,912332
HelLa veneno 3 | 10,505800 ,5252900 ,3032763 9,200907
FRACC30 3 9,978300 ,4989150 ,2880487 8,738926
FRACC31 3 9,034100 ,4517050 ,2607920 7,912003
FRACC32 3 9,885900 ,4942950 ,2853814 8,658003
FRACC33 3 9,215700 ,4607850 ,2660343 8,071047
FRACC37 3 9,982800 ,4991400 ,2881786 8,742868
FRACC39 3 9,569700 ,4784850 ,2762534 8,381077
FRACC41 3 | 30,195400 1,5097700 ,8716661 26,444923
FRACC43 3 14,104100 ,7052050 ,4071503 12,352274
FRACC44-9 3 17,751400 ,8875700 ,5124388 15,546554
FRACC46 3 | 16,575800 ,8287900 ,4785021 14,516972
FRACCA47 3 15,475000 , 7737500 4467248 13,552898
FRACC48 3 | 16,977900 ,8488950 ,4901098 14,869128
FRACC27 3 9,444300 4722150 ,2726335 8,271253
FRACC28 3 | 23,695500 1,1847750 ,6840302 20,752356
FRACC29 3 17,797800 ,8898900 ,5137782 15,587191
Total 48 | 14,386844 5,9567530 ,8597832 12,657183
raizhbt26 veneno 3 3,856954 ,0964766 ,0557008 3,617293
FRACC30 4,453272 , 1113927 ,0643126 4,176557
FRACC31 4,575627 ,1144533 ,0660797 4,291310
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Descriptivos

D5% del intervalo
de confianza ...

Limite superior Minimo Méaximo

HT-29 veneno 7,227166 6,1072 6,7501
FRACC30 12,282680 10,3794 11,4719
FRACC31 14,498278 12,2516 13,5413
FRACC32 10,280636 8,6876 9,6020
FRACC33 12,858982 10,8664 12,0102
FRACC37 10,668577 9,0154 9,9644
FRACC39 13,760247 11,6280 12,8520
FRACC41 13,700035 11,5771 12,7957
FRACC43 13,151422 11,1135 12,2833
FRACC44-9 20,244718 17,1076 18,9084
FRACC46 17,580235 14,8560 16,4198
FRACCA47 20,220435 17,0871 18,8857
FRACC48 13,447313 11,3635 12,5597
FRACC27 14,142747 11,9512 13,2092
FRACC28 12,043404 10,1772 11,2484
FRACC29 7,326591 6,1913 6,8430
Total 12,819228 6,1072 18,9084
HelLa veneno 11,810693 9,9805 11,0311
FRACC30 11,217674 9,4794 10,4772
FRACC31 10,156197 8,5824 9,4858
FRACC32 11,113797 9,3916 10,3802
FRACC33 10,360353 8,7549 9,6765
FRACC37 11,222732 9,4837 10,4819
FRACC39 10,758323 9,0912 | 10,0482
FRACC41 33,945877 28,6856 31,7052
FRACCA43 15,855926 13,3989 | 14,8093
FRACC44-9 19,956246 16,8638 18,6390
FRACC46 18,634628 15,7470 17,4046
FRACCA47 17,397102 14,7013 16,2488
FRACC48 19,086672 16,1290 17,8268
FRACC27 10,617347 8,9721 9,9165
FRACC28 26,638644 22,5107 24,8803
FRACC29 20,008409 16,9079 18,6877
Total 16,116505 8,56824 | 31,7052
raizhbt26 veneno 4,096615 3,7601 3,9530
FRACC30 4,729987 4,3414 4,5642
FRACC31 4,859945 4,4607 4,6896
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Descriptivos

95% del
intervalo de ...
Desviacién

N Media estandar Error estandar | Limite inferior

FRACC32 3 5,623736 ,1406704 ,0812161 5,274292
FRACC33 3 6,515366 , 1629733 ,0940927 6,110518
FRACC37 3 3,890654 ,0973196 ,0561875 3,648898
FRACC39 3 5,678446 , 1420389 ,0820062 5,325602
FRACC41 3 5,901904 ,1476284 ,0852333 5,535175
FRACC43 3 7,654911 ,1914775 ,1105496 7,179254
FRACC44-9 3 5,167771 ,1292650 ,0746312 4,846659
FRACC46 3 5,039405 ,1260541 0727774 4,726270
FRACCA47 3 4,145110 ,1036845 ,0598623 3,887543
FRACC48 3 3,671250 ,0918315 ,0530189 3,443128
FRACC27 3 4,197136 ,1049859 ,0606136 3,936337
FRACC28 3 7,810176 ,1953613 , 1127919 7,324872
FRACC29 3 14,939291 ,3736868 ,2157482 14,011001
Total 48 5,820063 2,6903415 ,3883173 5,038869
raizneurona veneno 3 1,481683 ,0370624 ,0213980 1,389615
FRACC30 3 4,750367 ,1188242 ,0686032 4,455191
FRACC31 3 2,518463 ,0629960 ,0363708 2,361972
FRACC32 3 8,407093 ,2102924 , 1214124 7,884698
FRACC33 3 2,418772 ,0605024 ,0349311 2,268476
FRACC37 3 2,166135 ,0541830 ,0312826 2,031537
FRACC39 3 3,014765 ,0754104 ,0435382 2,827435
FRACC41 3 3,487066 ,0872244 ,0503590 3,270388
FRACC43 3 3,449353 ,0862810 ,0498144 3,235019
FRACC44-9 3 6,255588 , 1564753 ,0903411 5,866881
FRACC46 3 7,387377 ,1847855 ,1066860 6,928344
FRACC47 3 | 21,960418 ,5493110 3171449 20,595853
FRACC48 3 4,366778 ,1092292 ,0630635 4,095437
FRACC27 3 | 21,568177 ,5394997 ,3114803 20,227986
FRACC28 3 4,579896 ,1145601 ,0661413 4,295313
FRACC29 3 4,281676 ,1071005 ,0618345 4,015624
Total 48 6,380850 6,1579034 ,8888168 4,592782
logpc3 veneno 3 1,249391 ,0217351 ,0125488 1,195398
FRACC30 3 1,158907 ,0217351 ,0125488 1,104914
FRACC31 3 1,192163 ,0217351 ,0125488 1,138170
FRACC32 3 3,311527 ,0217351 ,0125488 3,257534
FRACC33 3 1,189237 ,0217351 ,0125488 1,135244
FRACC37 3 1,196640 ,0217351 ,0125488 1,142647
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Descriptivos

D5% del intervalo
de confianza ...

Limite superior Minimo Méaximo

FRACC32 5,973181 5,4825 5,7638
FRACC33 6,920214 6,3517 6,6777
FRACC37 4,132409 3,7929 3,9876
FRACC39 6,031290 5,5358 5,8199
FRACC41 6,268633 5,7537 6,0489
FRACC43 8,130567 7,4626 7,8456
FRACC44-9 5,488883 5,0380 5,2965
FRACC46 5,352541 4,9128 5,1649
FRACCA47 4,402676 4,0410 4,2484
FRACC48 3,899372 3,5790 3,7627
FRACC27 4,457935 4,0917 4,3017
FRACC28 8,295481 7,6140 8,0047
FRACC29 15,867580 14,5641 15,3114
Total 6,601257 3,5790 15,3114
raizneurona  veneno 1,573751 1,4445 1,5186
FRACC30 5,045543 4,6311 4,8687
FRACC31 2,674954 2,4552 2,5812
FRACC32 8,929489 8,1959 8,6165
FRACC33 2,569069 2,3580 2,4790
FRACC37 2,300734 2,1117 2,2201
FRACC39 3,202095 2,9390 3,0899
FRACC41 3,703743 3,3995 3,56739
FRACC43 3,663687 3,3627 3,5353
FRACC44-9 6,644294 6,0985 6,4114
FRACC46 7,846410 7,2018 7,5714
FRACCA47 23,324982 21,4088 22,5074
FRACC48 4,638118 4,2571 4,4755
FRACC27 22,908368 21,0264 22,1054
FRACC28 4,864479 4,4649 4,6940
FRACC29 4,547729 4,1741 4,3883
Total 8,168919 1,4445 22,5074
logpc3 veneno 1,303384 1,2275 1,2709
FRACC30 1,212900 1,1370 1,1805
FRACC31 1,246156 1,1702 1,2137
FRACC32 3,365520 3,2896 3,3331
FRACC33 1,243230 1,1673 1,2108
FRACC37 1,250633 1,1747 1,2182
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Descriptivos

95% del
intervalo de ...
Desviacién
N Media estandar Error estandar | Limite inferior
FRACC39 3 1,228564 ,0217351 ,0125488 1,174571
FRACC41 3 1,639365 ,0217351 ,0125488 1,585372
FRACC43 3 1,292407 ,0217351 ,0125488 1,238414
FRACC44-9 3 1,180176 ,0217351 ,0125488 1,126183
FRACC46 3 1,414898 ,0217351 ,0125488 1,360905
FRACC47 3 1,353488 ,0217351 ,0125488 1,299495
FRACC48 3 1,904746 ,0217351 ,0125488 1,850753
FRACC27 3 2,507829 ,0217351 ,0125488 2,453836
FRACC28 3 1,173334 ,0217351 ,0125488 1,119341
FRACC29 3 1,516528 ,0217351 ,0125488 1,462535
Total 48 1,531825 ,5809030 ,0838461 1,363148
Descriptivos
D5% del intervalo
de confianza ...
Limite superior Minimo Maximo
FRACC39 1,282557 1,2066 1,2501
FRACC41 1,693358 1,6175 1,6609
FRACC43 1,346400 1,2705 1,3140
FRACC44-9 1,234169 1,1583 1,2017
FRACC46 1,468891 1,3930 1,4364
FRACC47 1,407482 1,3316 1,3750
FRACC48 1,958739 1,8828 1,9263
FRACC27 2,561822 2,4859 2,5294
FRACC28 1,227327 1,1514 1,1949
FRACC29 1,570522 1,4946 1,5381
Total 1,700502 1,1370 3,3331
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
HT-29 ,291 15 32 ,993
HelLa ,607 15 32 ,847
raizhbt26 , 755 15 32 , 713
raizneurona 2,086 15 32 ,040
logpc3 ,000 15 32 1,000
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ANOVA

Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
HT-29 Entre grupos 494,656 15 32,977 87,297 ,000
Dentro de grupos 12,088 32 378
Total 506,744 47
HelLa Entre grupos 1648,391 15 109,893 182,151 ,000
Dentro de grupos 19,306 32 ,603
Total 1667,697 47
raizhbt26 Entre grupos 339,363 15 22,624 883,154 ,000
Dentro de grupos ,820 32 ,026
Total 340,183 47
raizneurona  Entre grupos 1780,671 15 118,711 | 2438,301 ,000
Dentro de grupos 1,558 32 ,049
Total 1782,229 47
logpc3 Entre grupos 15,845 15 1,056 | 2236,021 ,000
Dentro de grupos ,015 32 ,000
Total 15,860 47
Pruebas post hoc
Comparaciones multiples
Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) Error estandar Sig.
HT-29 HSD Tukey veneno FRACC30 -4,4969600* ,5018334 ,000
FRACC31 -6,4677700" ,5018334 ,000
FRACC32 -2,7161100" 5018334 ,001
FRACC33 -5,0095900" ,5018334 ,000
FRACC37 -3,0611900" 5018334 ,000
FRACC39 -5,8112800 ,5018334 ,000
FRACC41 -5,7577200* ,5018334 ,000
FRACC43 -5,2697200" ,5018334 ,000
FRACC44-9 -11,5793200* ,5018334 ,000
FRACC46 -9,2092200" ,5018334 ,000
FRACCA47 -11,5577200* ,5018334 ,000
FRACC48 -5,5329200 ,5018334 ,000
FRACC27 -6,1515200" 5018334 ,000
FRACC28 -4,2841200° ,5018334 ,000
FRACC29 -,0884400 ,5018334 1,000
FRACC30 veneno 4,4969600* ,5018334 ,000
FRACC31 -1,9708100" 5018334 029
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
HT-29 HSD Tukey veneno FRACC30 -6,357801 -2,636119
FRACC31 -8,328611 -4,606929
FRACC32 -4,576951 -,855269
FRACC33 -6,870431 -3,148749
FRACC37 -4,922031 -1,200349
FRACC39 -7,672121 -3,950439
FRACC41 -7,618561 -3,896879
FRACC43 -7,130561 -3,408879
FRACC44-9 -13,440161 -9,718479
FRACC46 -11,070061 -7,348379
FRACC47 -13,418561 -9,696879
FRACC48 -7,393761 -3,672079
FRACC27 -8,012361 -4,290679
FRACC28 -6,144961 -2,423279
FRACC29 -1,949281 1,772401
FRACC30 veneno 2,636119 6,357801
FRACC31 -3,831651 -,109969
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC32 1,7808500 ,5018334 ,072
FRACC33 -,5126300 ,5018334 ,999
FRACC37 1,4357700 ,5018334 ,287
FRACC39 -1,3143200 ,5018334 421
FRACC41 -1,2607600 ,5018334 487
FRACC43 -, 7727600 ,5018334 ,968
FRACC44-9 -7,0823600* ,5018334 ,000
FRACC46 -4,7122600" 5018334 ,000
FRACC47 -7,0607600* ,5018334 ,000
FRACC48 -1,0359600 ,5018334 773
FRACC27 -1,6545600 ,5018334 ,125
FRACC28 ,2128400 ,5018334 1,000
FRACC29 4,4085200* ,5018334 ,000
FRACC31 veneno 6,4677700* ,5018334 ,000
FRACC30 1,9708100* ,5018334 ,029
FRACC32 3,7516600* ,5018334 ,000
FRACC33 1,4581800 ,5018334 ,266
FRACC37 3,4065800* ,5018334 ,000
FRACC39 ,6564900 ,5018334 ,993
FRACC41 ,7100500 ,5018334 ,985
FRACCA43 1,1980500 ,5018334 ,569
FRACC44-9 -5,1115500" 5018334 ,000
FRACC46 -2,7414500* ,5018334 ,000
FRACC47 -5,0899500* ,5018334 ,000
FRACCA48 ,9348500 ,5018334 874
FRACC27 ,3162500 ,5018334 1,000
FRACC28 2,1836500* ,5018334 ,010
FRACC29 6,3793300* ,5018334 ,000
FRACC32 veneno 2,7161100* ,5018334 ,001
FRACC30 -1,7808500 ,5018334 ,072
FRACC31 -3,7516600* ,5018334 ,000
FRACC33 -2,2934800* ,5018334 ,006
FRACC37 -,3450800 ,5018334 1,000
FRACC39 -3,0951700* ,5018334 ,000
FRACC41 -3,0416100* ,5018334 ,000
FRACC43 -2,5536100* ,5018334 ,001
FRACC44-9 -8,8632100* ,5018334 ,000
FRACC46 -6,4931100* ,5018334 ,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACC32 -,079991 3,641691
FRACC33 -2,373471 1,348211
FRACC37 -,425071 3,296611
FRACC39 -3,175161 ,546521
FRACCA41 -3,121601 ,600081
FRACCA43 -2,633601 1,088081
FRACC44-9 -8,943201 -5,221519
FRACCA46 -6,573101 -2,851419
FRACCA47 -8,921601 -5,199919
FRACCA48 -2,896801 ,824881
FRACC27 -3,515401 ,206281
FRACC28 -1,648001 2,073681
FRACC29 2,547679 6,269361

FRACC31 veneno 4,606929 8,328611
FRACC30 , 109969 3,831651
FRACC32 1,890819 5,612501
FRACC33 -,402661 3,319021
FRACC37 1,545739 5,267421
FRACC39 -1,204351 2,517331
FRACCA41 -1,150791 2,570891
FRACCA43 -,662791 3,058891
FRACC44-9 -6,972391 -3,250709
FRACCA46 -4,602291 -,880609
FRACC47 -6,950791 -3,229109
FRACCA48 -,925991 2,795691
FRACC27 -1,544591 2,177091
FRACC28 ,322809 4,044491
FRACC29 4,518489 8,240171

FRACC32 veneno ,855269 4,576951
FRACC30 -3,641691 ,079991
FRACC31 -5,612501 -1,890819
FRACC33 -4,154321 -,432639
FRACC37 -2,205921 1,515761
FRACC39 -4,956011 -1,234329
FRACCA41 -4,902451 -1,180769
FRACCA43 -4,414451 -,692769
FRACC44-9 -10,724051 -7,002369
FRACC46 -8,353951 -4,632269
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC47 -8,8416100* ,5018334 ,000
FRACC48 -2,8168100* ,5018334 ,000
FRACC27 -3,4354100* ,5018334 ,000
FRACC28 -1,5680100 ,5018334 177
FRACC29 2,6276700* ,5018334 ,001
FRACC33 veneno 5,0095900* ,5018334 ,000
FRACC30 ,5126300 ,5018334 ,999
FRACC31 -1,4581800 ,5018334 ,266
FRACC32 2,2934800* ,5018334 ,006
FRACC37 1,9484000 5018334 ,033
FRACC39 -,8016900 ,5018334 ,957
FRACC41 -,7481300 ,5018334 ,976
FRACCA43 -,2601300 ,5018334 1,000
FRACC44-9 -6,5697300* ,5018334 ,000
FRACC46 -4,1996300* ,5018334 ,000
FRACC47 -6,5481300* ,5018334 ,000
FRACCA48 -,5233300 ,5018334 ,999
FRACC27 -1,1419300 ,5018334 ,642
FRACC28 ,7254700 ,5018334 ,981
FRACC29 4,9211500" 5018334 ,000
FRACC37 veneno 3,0611900* ,5018334 ,000
FRACC30 -1,4357700 ,5018334 ,287
FRACC31 -3,4065800* ,5018334 ,000
FRACC32 ,3450800 ,5018334 1,000
FRACC33 -1,9484000* ,5018334 ,033
FRACC39 -2,7500900* ,5018334 ,000
FRACC41 -2,6965300* ,5018334 ,001
FRACC43 -2,2085300* ,5018334 ,009
FRACC44-9 -8,5181300* ,5018334 ,000
FRACC46 -6,1480300* ,5018334 ,000
FRACC47 -8,4965300* ,5018334 ,000
FRACC48 -2,4717300" 5018334 ,002
FRACC27 -3,0903300* ,5018334 ,000
FRACC28 -1,2229300 ,5018334 ,536
FRACC29 2,9727500* ,5018334 ,000
FRACC39 veneno 5,8112800* ,5018334 ,000
FRACC30 1,3143200 ,5018334 421
FRACC31 -,6564900 ,5018334 ,993
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACCA47 -10,702451 -6,980769
FRACCA48 -4,677651 -,955969
FRACC27 -5,296251 -1,574569
FRACC28 -3,428851 ,292831
FRACC29 , 766829 4,488511
FRACC33 veneno 3,148749 6,870431
FRACC30 -1,348211 2,373471
FRACC31 -3,319021 402661
FRACC32 432639 4,154321
FRACC37 ,087559 3,809241
FRACC39 -2,662531 1,059151
FRACCA41 -2,608971 1,112711
FRACCA43 -2,120971 1,600711
FRACC44-9 -8,430571 -4,708889
FRACCA46 -6,060471 -2,338789
FRACC47 -8,408971 -4,687289
FRACCA48 -2,384171 1,337511
FRACC27 -3,002771 , 718911
FRACC28 -1,135371 2,586311
FRACC29 3,060309 6,781991
FRACC37 veneno 1,200349 4,922031
FRACC30 -3,296611 425071
FRACC31 -5,267421 -1,545739
FRACC32 -1,515761 2,205921
FRACC33 -3,809241 -,087559
FRACC39 -4,610931 -,889249
FRACCA41 -4,557371 -,835689
FRACCA43 -4,069371 -,347689
FRACC44-9 -10,378971 -6,657289
FRACCA46 -8,008871 -4,287189
FRACCA47 -10,357371 -6,635689
FRACCA48 -4,332571 -,610889
FRACC27 -4,951171 -1,229489
FRACC28 -3,083771 ,637911
FRACC29 1,111909 4,833591
FRACC39 veneno 3,950439 7,672121
FRACC30 -,546521 3,175161
FRACC31 -2,517331 1,204351
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC32 3,0951700* ,5018334 ,000
FRACC33 ,8016900 ,5018334 ,957
FRACC37 2,7500900* ,5018334 ,000
FRACC41 ,0535600 ,5018334 1,000
FRACCA43 ,5415600 ,5018334 ,999
FRACC44-9 -5,7680400* ,5018334 ,000
FRACC46 -3,3979400* ,5018334 ,000
FRACCA7 -5,7464400" 5018334 ,000
FRACCA48 ,2783600 ,5018334 1,000
FRACC27 -,3402400 ,5018334 1,000
FRACC28 1,5271600 ,5018334 ,207
FRACC29 5,7228400° 5018334 ,000
FRACC41 veneno 5,7577200* ,5018334 ,000
FRACC30 1,2607600 ,5018334 487
FRACC31 -,7100500 ,5018334 ,985
FRACC32 3,0416100* ,5018334 ,000
FRACC33 ,7481300 ,5018334 ,976
FRACC37 2,6965300* ,5018334 ,001
FRACC39 -,0535600 ,5018334 1,000
FRACC43 ,4880000 ,5018334 1,000
FRACC44-9 -5,8216000* ,5018334 ,000
FRACC46 -3,4515000* ,5018334 ,000
FRACC47 -5,8000000* ,5018334 ,000
FRACCA48 ,2248000 ,5018334 1,000
FRACC27 -,3938000 ,5018334 1,000
FRACC28 1,4736000 ,5018334 ,252
FRACC29 5,6692800* ,5018334 ,000
FRACC43 veneno 5,2697200* ,5018334 ,000
FRACC30 , 7727600 ,5018334 ,968
FRACC31 -1,1980500 ,5018334 ,569
FRACC32 2,5536100* ,5018334 ,001
FRACC33 ,2601300 ,5018334 1,000
FRACC37 2,2085300* ,5018334 ,009
FRACC39 -,5415600 ,5018334 ,999
FRACC41 -,4880000 ,5018334 1,000
FRACC44-9 -6,3096000* ,5018334 ,000
FRACC46 -3,9395000* ,5018334 ,000
FRACC47 -6,2880000* ,5018334 ,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACC32 1,234329 4,956011
FRACC33 -1,059151 2,662531
FRACC37 ,889249 4,610931
FRACCA41 -1,807281 1,914401
FRACCA43 -1,319281 2,402401
FRACC44-9 -7,628881 -3,907199
FRACCA46 -5,258781 -1,537099
FRACC47 -7,607281 -3,885599
FRACCA48 -1,582481 2,139201
FRACC27 -2,201081 1,520601
FRACC28 -,333681 3,388001
FRACC29 3,861999 7,583681

FRACC41 veneno 3,896879 7,618561
FRACC30 -,600081 3,121601
FRACC31 -2,570891 1,150791
FRACC32 1,180769 4,902451
FRACC33 -1,112711 2,608971
FRACC37 ,835689 4,557371
FRACC39 -1,914401 1,807281
FRACCA43 -1,372841 2,348841
FRACC44-9 -7,682441 -3,960759
FRACCA46 -5,312341 -1,590659
FRACCA47 -7,660841 -3,939159
FRACCA48 -1,636041 2,085641
FRACC27 -2,254641 1,467041
FRACC28 -,387241 3,334441
FRACC29 3,808439 7,530121

FRACC43 veneno 3,408879 7,130561
FRACC30 -1,088081 2,633601
FRACC31 -3,058891 ,662791
FRACC32 ,692769 4,414451
FRACC33 -1,600711 2,120971
FRACC37 , 347689 4,069371
FRACC39 -2,402401 1,319281
FRACCA41 -2,348841 1,372841
FRACC44-9 -8,170441 -4,448759
FRACCA46 -5,800341 -2,078659
FRACC47 -8,148841 -4,427159

Pagina 14



Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC48 -,2632000 ,5018334 1,000
FRACC27 -,8818000 ,5018334 914
FRACC28 ,9856000 ,5018334 827
FRACC29 5,1812800* ,5018334 ,000
FRACC44-9  veneno 11,5793200* ,5018334 ,000
FRACC30 7,0823600* ,5018334 ,000
FRACC31 5,1115500* ,5018334 ,000
FRACC32 8,8632100* ,5018334 ,000
FRACC33 6,5697300* ,5018334 ,000
FRACC37 8,5181300* ,5018334 ,000
FRACC39 5,7680400* ,5018334 ,000
FRACCA41 5,8216000* ,5018334 ,000
FRACC43 6,3096000* ,5018334 ,000
FRACC46 2,3701000* ,5018334 ,004
FRACC47 ,0216000 ,5018334 1,000
FRACCA48 6,0464000* ,5018334 ,000
FRACC27 5,4278000* ,5018334 ,000
FRACC28 7,2952000* ,5018334 ,000
FRACC29 11,4908800* ,5018334 ,000
FRACC46 veneno 9,2092200* ,5018334 ,000
FRACC30 4,7122600* ,5018334 ,000
FRACC31 2,7414500" 5018334 ,000
FRACC32 6,4931100* ,5018334 ,000
FRACCS33 4,1996300* ,5018334 ,000
FRACC37 6,1480300* ,5018334 ,000
FRACC39 3,3979400* ,5018334 ,000
FRACC41 3,4515000* ,5018334 ,000
FRACCA43 3,9395000* ,5018334 ,000
FRACC44-9 -2,3701000* ,5018334 ,004
FRACCA47 -2,3485000* ,5018334 ,004
FRACC48 3,6763000* ,5018334 ,000
FRACC27 3,0577000* ,5018334 ,000
FRACC28 4,9251000* ,5018334 ,000
FRACC29 9,1207800* ,5018334 ,000
FRACC47 veneno 11,5577200* ,5018334 ,000
FRACC30 7,0607600* ,5018334 ,000
FRACC31 5,0899500* ,5018334 ,000
FRACC32 8,8416100* ,5018334 ,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACCA48 -2,124041 1,597641
FRACC27 -2,742641 ,979041
FRACC28 -,875241 2,846441
FRACC29 3,320439 7,042121
FRACC44-9  veneno 9,718479 13,440161
FRACC30 5,221519 8,943201
FRACC31 3,250709 6,972391
FRACC32 7,002369 10,724051
FRACCS33 4,708889 8,430571
FRACC37 6,657289 10,378971
FRACC39 3,907199 7,628881
FRACCA41 3,960759 7,682441
FRACCA43 4,448759 8,170441
FRACCA46 ,509259 4,230941
FRACCA47 -1,839241 1,882441
FRACCA48 4,185559 7,907241
FRACC27 3,566959 7,288641
FRACC28 5,434359 9,156041
FRACC29 9,630039 13,351721
FRACC46 veneno 7,348379 11,070061
FRACC30 2,851419 6,573101
FRACC31 ,880609 4,602291
FRACC32 4,632269 8,353951
FRACC33 2,338789 6,060471
FRACC37 4,287189 8,008871
FRACC39 1,537099 5,258781
FRACCA41 1,590659 5,312341
FRACCA43 2,078659 5,800341
FRACC44-9 -4,230941 -,509259
FRACC47 -4,209341 -,487659
FRACCA48 1,815459 5,537141
FRACC27 1,196859 4,918541
FRACC28 3,064259 6,785941
FRACC29 7,259939 10,981621
FRACCA47 veneno 9,696879 13,418561
FRACC30 5,199919 8,921601
FRACC31 3,229109 6,950791
FRACC32 6,980769 10,702451
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC33 6,5481300* ,5018334 ,000
FRACC37 8,4965300* ,5018334 ,000
FRACC39 5,7464400* ,5018334 ,000
FRACC41 5,8000000* ,5018334 ,000
FRACCA43 6,2880000* ,5018334 ,000
FRACC44-9 -,0216000 ,5018334 1,000
FRACC46 2,3485000* ,5018334 ,004
FRACC48 6,0248000* ,5018334 ,000
FRACC27 5,4062000* ,5018334 ,000
FRACC28 7,2736000* ,5018334 ,000
FRACC29 11,4692800* ,5018334 ,000
FRACC48  veneno 5,5329200" 5018334 ,000
FRACC30 1,0359600 ,5018334 773
FRACC31 -,9348500 ,5018334 874
FRACC32 2,8168100* ,5018334 ,000
FRACC33 ,5233300 ,5018334 ,999
FRACC37 2,4717300* ,5018334 ,002
FRACC39 -,2783600 ,5018334 1,000
FRACC41 -,2248000 ,5018334 1,000
FRACC43 ,2632000 ,5018334 1,000
FRACC44-9 -6,0464000* ,5018334 ,000
FRACC46 -3,6763000* ,5018334 ,000
FRACC47 -6,0248000* ,5018334 ,000
FRACC27 -,6186000 ,5018334 ,996
FRACC28 1,2488000 ,5018334 ,503
FRACC29 5,4444800" 5018334 ,000
FRACC27 veneno 6,1515200* ,5018334 ,000
FRACC30 1,6545600 ,5018334 ,125
FRACC31 -,3162500 ,5018334 1,000
FRACC32 3,4354100* ,5018334 ,000
FRACC33 1,1419300 ,5018334 ,642
FRACC37 3,0903300* ,5018334 ,000
FRACC39 ,3402400 ,5018334 1,000
FRACC41 ,3938000 ,5018334 1,000
FRACCA43 ,8818000 ,5018334 914
FRACC44-9 -5,4278000* ,5018334 ,000
FRACC46 -3,0577000* ,5018334 ,000
FRACC47 -5,4062000* ,5018334 ,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACC33 4,687289 8,408971
FRACC37 6,635689 10,357371
FRACC39 3,885599 7,607281
FRACCA41 3,939159 7,660841
FRACCA43 4,427159 8,148841
FRACC44-9 -1,882441 1,839241
FRACCA46 487659 4,209341
FRACCA48 4,163959 7,885641
FRACC27 3,545359 7,267041
FRACC28 5,412759 9,134441
FRACC29 9,608439 13,330121

FRACC48 veneno 3,672079 7,393761
FRACC30 -,824881 2,896801
FRACC31 -2,795691 ,925991
FRACC32 , 955969 4,677651
FRACC33 -1,337511 2,384171
FRACC37 ,610889 4,332571
FRACC39 -2,139201 1,582481
FRACCA41 -2,085641 1,636041
FRACCA43 -1,597641 2,124041
FRACC44-9 -7,907241 -4,185559
FRACCA46 -5,537141 -1,815459
FRACCA47 -7,885641 -4,163959
FRACC27 -2,479441 1,242241
FRACC28 -,612041 3,109641
FRACC29 3,583639 7,305321

FRACC27 veneno 4,290679 8,012361
FRACC30 -,206281 3,515401
FRACC31 -2,177091 1,544591
FRACC32 1,574569 5,296251
FRACC33 -, 718911 3,002771
FRACC37 1,229489 4,951171
FRACC39 -1,520601 2,201081
FRACC41 -1,467041 2,254641
FRACCA43 -,979041 2,742641
FRACC44-9 -7,288641 -3,566959
FRACCA46 -4,918541 -1,196859
FRACC47 -7,267041 -3,545359
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.

FRACCA48 ,6186000 ,5018334 ,996

FRACC28 1,8674000* ,5018334 ,048

FRACC29 6,0630800* ,5018334 ,000

FRACC28 veneno 4,2841200* ,5018334 ,000
FRACC30 -,2128400 ,5018334 1,000

FRACC31 -2,1836500* ,5018334 ,010

FRACC32 1,5680100 ,5018334 77

FRACC33 -, 7254700 ,5018334 ,981

FRACC37 1,2229300 ,5018334 ,536

FRACC39 -1,5271600 ,5018334 ,207

FRACC41 -1,4736000 ,5018334 ,252

FRACC43 -,9856000 ,5018334 ,827

FRACC44-9 -7,2952000* ,5018334 ,000

FRACC46 -4,9251000" 5018334 ,000

FRACC47 -7,2736000* ,5018334 ,000

FRACC48 -1,2488000 ,5018334 ,503

FRACC27 -1,8674000* ,5018334 ,048

FRACC29 4,1956800* ,5018334 ,000

FRACC29 veneno ,0884400 ,5018334 1,000
FRACC30 -4,4085200" 5018334 ,000

FRACC31 -6,3793300* ,5018334 ,000

FRACC32 -2,6276700* ,5018334 ,001

FRACC33 -4,9211500* ,5018334 ,000

FRACC37 -2,9727500" 5018334 ,000

FRACC39 -5,7228400* ,5018334 ,000

FRACC41 -5,6692800* ,5018334 ,000

FRACCA43 -5,1812800* ,5018334 ,000

FRACC44-9 -11,4908800* ,5018334 ,000

FRACC46 -9,1207800* ,5018334 ,000

FRACC47 -11,4692800* ,5018334 ,000

FRACCA48 -5,4444800* ,5018334 ,000

FRACC27 -6,0630800* ,5018334 ,000

FRACC28 -4,1956800* ,5018334 ,000

Scheffe veneno FRACC30 -4,4969600* ,5018334 ,000
FRACC31 -6,4677700* ,5018334 ,000

FRACC32 -2,7161100 ,5018334 ,055

FRACC33 -5,0095900* ,5018334 ,000

FRACC37 -3,0611900* ,5018334 ,015
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior

FRACCA48 -1,242241 2,479441

FRACC28 ,006559 3,728241

FRACC29 4,202239 7,923921

FRACC28 veneno 2,423279 6,144961
FRACC30 -2,073681 1,648001

FRACC31 -4,044491 -,322809

FRACC32 -,292831 3,428851

FRACC33 -2,586311 1,135371

FRACC37 -,637911 3,083771

FRACC39 -3,388001 ,333681

FRACCA41 -3,334441 387241

FRACCA43 -2,846441 ,875241

FRACC44-9 -9,156041 -5,434359

FRACCA46 -6,785941 -3,064259

FRACCA47 -9,134441 -5,412759

FRACCA48 -3,109641 ,612041

FRACC27 -3,728241 -,006559

FRACC29 2,334839 6,056521

FRACC29 veneno -1,772401 1,949281
FRACC30 -6,269361 -2,547679

FRACC31 -8,240171 -4,518489

FRACC32 -4,488511 -,766829

FRACCS33 -6,781991 -3,060309

FRACC37 -4,833591 -1,111909

FRACC39 -7,583681 -3,861999

FRACCA41 -7,530121 -3,808439

FRACCA43 -7,042121 -3,320439

FRACC44-9 -13,351721 -9,630039

FRACCA46 -10,981621 -7,259939

FRACCA47 -13,330121 -9,608439

FRACCA48 -7,305321 -3,583639

FRACC27 -7,923921 -4,202239

FRACC28 -6,056521 -2,334839

Scheffe veneno FRACC30 -7,240105 -1,753815
FRACC31 -9,210915 -3,724625

FRACC32 -5,459255 ,027035

FRACCS33 -7,752735 -2,266445

FRACC37 -5,804335 -,318045
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC39 -5,8112800" 5018334 ,000
FRACC41 -5,7577200" ,5018334 ,000
FRACC43 -5,2697200" 5018334 ,000
FRACC44-9 | -11,5793200" ,5018334 ,000
FRACC46 -9,2092200" 5018334 ,000
FRACCA47 -11,5577200" ,5018334 ,000
FRACC48 -5,5329200" 5018334 ,000
FRACC27 -6,1515200" ,5018334 ,000
FRACC28 -4,2841200" 5018334 ,000
FRACC29 -,0884400 ,5018334 1,000
FRACC30  veneno 4,4969600" 5018334 ,000
FRACC31 -1,9708100 ,5018334 454
FRACC32 1,7808500 5018334 630
FRACC33 -,5126300 ,5018334 1,000
FRACC37 1,4357700 5018334 893
FRACC39 -1,3143200 ,5018334 945
FRACCA41 -1,2607600 5018334 961
FRACC43 -, 7727600 ,5018334 1,000
FRACC44-9 -7,0823600" ,5018334 ,000
FRACC46 -4,7122600° ,5018334 ,000
FRACCA47 -7,0607600" ,5018334 ,000
FRACC48 -1,0359600 ,5018334 ,994
FRACC27 -1,6545600 ,5018334 742
FRACC28 2128400 ,5018334 1,000
FRACC29 4,4085200" ,5018334 ,000
FRACC31 veneno 6,4677700* ,5018334 ,000
FRACC30 1,9708100 5018334 454
FRACC32 3,7516600" ,5018334 ,001
FRACC33 1,4581800 5018334 881
FRACC37 3,4065800" ,5018334 ,004
FRACC39 ,6564900 5018334 1,000
FRACC41 ,7100500 ,5018334 1,000
FRACC43 1,1980500 5018334 975
FRACC44-9 -5,1115500" ,5018334 ,000
FRACC46 -2,7414500 5018334 ,050
FRACC47 -5,0899500" ,5018334 ,000
FRACC48 ,9348500 ,5018334 ,998
FRACC27 ;3162500 ,5018334 1,000

Pagina 21



Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACC39 -8,554425 -3,068135
FRACCA41 -8,500865 -3,014575
FRACCA43 -8,012865 -2,526575
FRACC44-9 -14,322465 -8,836175
FRACCA46 -11,952365 -6,466075
FRACC47 -14,300865 -8,814575
FRACCA48 -8,276065 -2,789775
FRACC27 -8,894665 -3,408375
FRACC28 -7,027265 -1,540975
FRACC29 -2,831585 2,654705

FRACC30 veneno 1,753815 7,240105
FRACC31 -4,713955 , 772335
FRACC32 -,962295 4,523995
FRACC33 -3,255775 2,230515
FRACC37 -1,307375 4,178915
FRACC39 -4,057465 1,428825
FRACCA41 -4,003905 1,482385
FRACCA43 -3,515905 1,970385
FRACC44-9 -9,825505 -4,339215
FRACCA46 -7,455405 -1,969115
FRACCA47 -9,803905 -4,317615
FRACCA48 -3,779105 1,707185
FRACC27 -4,397705 1,088585
FRACC28 -2,530305 2,955985
FRACC29 1,665375 7,151665

FRACC31 veneno 3,724625 9,210915
FRACC30 -, 772335 4,713955
FRACC32 1,008515 6,494805
FRACC33 -1,284965 4,201325
FRACC37 ,663435 6,149725
FRACC39 -2,086655 3,399635
FRACC41 -2,033095 3,453195
FRACCA43 -1,545095 3,941195
FRACC44-9 -7,854695 -2,368405
FRACCA46 -5,484595 ,001695
FRACC47 -7,833095 -2,346805
FRACCA48 -1,808295 3,677995
FRACC27 -2,426895 3,059395
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC28 2,1836500 ,5018334 ,281
FRACC29 6,3793300* ,5018334 ,000
FRACC32 veneno 2,7161100 ,5018334 ,055
FRACC30 -1,7808500 ,5018334 ,630
FRACC31 -3,7516600* ,5018334 ,001
FRACC33 -2,2934800 ,5018334 ,210
FRACC37 -,3450800 ,5018334 1,000
FRACC39 -3,0951700* ,5018334 ,013
FRACC41 -3,0416100* ,5018334 ,016
FRACC43 -2,5536100 ,5018334 ,096
FRACC44-9 -8,8632100* ,5018334 ,000
FRACC46 -6,4931100* ,5018334 ,000
FRACC47 -8,8416100* ,5018334 ,000
FRACC48 -2,8168100* ,5018334 ,038
FRACC27 -3,4354100* ,5018334 ,003
FRACC28 -1,5680100 ,5018334 ,810
FRACC29 2,6276700 ,5018334 ,075
FRACC33 veneno 5,0095900* ,5018334 ,000
FRACC30 ,5126300 ,5018334 1,000
FRACC31 -1,4581800 ,5018334 ,881
FRACC32 2,2934800 ,5018334 ,210
FRACC37 1,9484000 ,5018334 AT74
FRACC39 -,8016900 ,5018334 1,000
FRACC41 -,7481300 ,5018334 1,000
FRACCA43 -,2601300 ,5018334 1,000
FRACC44-9 -6,5697300* ,5018334 ,000
FRACC46 -4,1996300* ,5018334 ,000
FRACC47 -6,5481300* ,5018334 ,000
FRACCA48 -,5233300 ,5018334 1,000
FRACC27 -1,1419300 ,5018334 ,984
FRACC28 ,7254700 ,5018334 1,000
FRACC29 4,9211500" 5018334 ,000
FRACC37 veneno 3,0611900* ,5018334 ,015
FRACC30 -1,4357700 ,5018334 ,893
FRACC31 -3,4065800* ,5018334 ,004
FRACC32 ,3450800 ,5018334 1,000
FRACC33 -1,9484000 ,5018334 AT74
FRACC39 -2,7500900* ,5018334 ,049
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACC28 -,559495 4,926795
FRACC29 3,636185 9,122475
FRACC32 veneno -,027035 5,459255
FRACC30 -4,523995 ,962295
FRACC31 -6,494805 -1,008515
FRACC33 -5,036625 449665
FRACC37 -3,088225 2,398065
FRACC39 -5,838315 -,352025
FRACCA41 -5,784755 -,298465
FRACCA43 -5,296755 ,189535
FRACC44-9 -11,606355 -6,120065
FRACCA46 -9,236255 -3,749965
FRACCA47 -11,584755 -6,098465
FRACCA48 -5,559955 -,073665
FRACC27 -6,178555 -,692265
FRACC28 -4,311155 1,175135
FRACC29 -,115475 5,370815
FRACC33 veneno 2,266445 7,752735
FRACC30 -2,230515 3,255775
FRACC31 -4,201325 1,284965
FRACC32 -,449665 5,036625
FRACC37 -, 794745 4,691545
FRACC39 -3,544835 1,941455
FRACCA41 -3,491275 1,995015
FRACCA43 -3,003275 2,483015
FRACC44-9 -9,312875 -3,826585
FRACCA46 -6,942775 -1,456485
FRACC47 -9,291275 -3,804985
FRACCA48 -3,266475 2,219815
FRACC27 -3,885075 1,601215
FRACC28 -2,017675 3,468615
FRACC29 2,178005 7,664295
FRACC37 veneno ,318045 5,804335
FRACC30 -4,178915 1,307375
FRACC31 -6,149725 -,663435
FRACC32 -2,398065 3,088225
FRACCS33 -4,691545 , 7194745
FRACC39 -5,493235 -,006945
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC41 -2,6965300 ,5018334 ,059
FRACC43 -2,2085300 ,5018334 ,263
FRACC44-9 -8,5181300* ,5018334 ,000
FRACC46 -6,1480300* ,5018334 ,000
FRACC47 -8,4965300* ,5018334 ,000
FRACC48 -2,4717300 ,5018334 124
FRACC27 -3,0903300* ,5018334 ,014
FRACC28 -1,2229300 ,5018334 ,970
FRACC29 2,9727500* ,5018334 ,021
FRACC39 veneno 5,8112800* ,5018334 ,000
FRACC30 1,3143200 ,5018334 ,945
FRACC31 -,6564900 ,5018334 1,000
FRACC32 3,0951700* ,5018334 ,013
FRACC33 ,8016900 ,5018334 1,000
FRACC37 2,7500900* ,5018334 ,049
FRACC41 ,0535600 ,5018334 1,000
FRACCA43 ,5415600 ,5018334 1,000
FRACC44-9 -5,7680400* ,5018334 ,000
FRACC46 -3,3979400* ,5018334 ,004
FRACC47 -5,7464400 5018334 ,000
FRACCA48 ,2783600 ,5018334 1,000
FRACC27 -,3402400 ,5018334 1,000
FRACC28 1,5271600 ,5018334 ,839
FRACC29 5,7228400" 5018334 ,000
FRACC41 veneno 5,7577200* ,5018334 ,000
FRACC30 1,2607600 ,5018334 ,961
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACCA41 -5,439675 ,046615
FRACCA43 -4,951675 ,534615
FRACC44-9 -11,261275 -5,774985
FRACCA46 -8,891175 -3,404885
FRACCA47 -11,239675 -5,753385
FRACCA48 -5,214875 ,271415
FRACC27 -5,833475 -,347185
FRACC28 -3,966075 1,520215
FRACC29 ,229605 5,715895
FRACC39 veneno 3,068135 8,554425
FRACC30 -1,428825 4,057465
FRACC31 -3,399635 2,086655
FRACC32 352025 5,838315
FRACC33 -1,941455 3,544835
FRACC37 ,006945 5,493235
FRACCA41 -2,689585 2,796705
FRACCA43 -2,201585 3,284705
FRACC44-9 -8,511185 -3,024895
FRACCA46 -6,141085 -,654795
FRACC47 -8,489585 -3,003295
FRACCA48 -2,464785 3,021505
FRACC27 -3,083385 2,402905
FRACC28 -1,215985 4,270305
FRACC29 2,979695 8,465985
FRACC41 veneno 3,014575 8,500865
FRACC30 -1,482385 4,003905
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC31 -,7100500 ,5018334 1,000
FRACC32 3,0416100* ,5018334 ,016
FRACC33 ,7481300 ,5018334 1,000
FRACC37 2,6965300 ,5018334 ,059
FRACC39 -,0535600 ,5018334 1,000
FRACC43 ,4880000 ,5018334 1,000
FRACC44-9 -5,8216000* ,5018334 ,000
FRACC46 -3,4515000* ,5018334 ,003
FRACC47 -5,8000000* ,5018334 ,000
FRACCA48 ,2248000 ,5018334 1,000
FRACC27 -,3938000 ,5018334 1,000
FRACC28 1,4736000 ,5018334 872
FRACC29 5,6692800* ,5018334 ,000
FRACC43 veneno 5,2697200* ,5018334 ,000
FRACC30 , 7727600 ,5018334 1,000
FRACC31 -1,1980500 ,5018334 ,975
FRACC32 2,5536100 ,5018334 ,096
FRACC33 ,2601300 ,5018334 1,000
FRACC37 2,2085300 ,5018334 ,263
FRACC39 -,5415600 ,5018334 1,000
FRACC41 -,4880000 ,5018334 1,000
FRACC44-9 -6,3096000* ,5018334 ,000
FRACC46 -3,9395000* ,5018334 ,000
FRACC47 -6,2880000* ,5018334 ,000
FRACCA48 -,2632000 ,5018334 1,000
FRACC27 -,8818000 ,5018334 ,999
FRACC28 ,9856000 ,5018334 ,996
FRACC29 5,1812800* ,5018334 ,000
FRACC44-9 veneno 11,5793200* ,5018334 ,000
FRACC30 7,0823600* ,5018334 ,000
FRACC31 5,1115500* ,5018334 ,000
FRACC32 8,8632100* ,5018334 ,000
FRACC33 6,5697300* ,5018334 ,000
FRACC37 8,5181300* ,5018334 ,000
FRACC39 5,7680400* ,5018334 ,000
FRACC41 5,8216000* ,5018334 ,000
FRACCA43 6,3096000* ,5018334 ,000
FRACC46 2,3701000 ,5018334 , 169
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACC31 -3,453195 2,033095
FRACC32 ,298465 5,784755
FRACCS33 -1,995015 3,491275
FRACC37 -,046615 5,439675
FRACC39 -2,796705 2,689585
FRACCA43 -2,255145 3,231145
FRACC44-9 -8,564745 -3,078455
FRACCA46 -6,194645 -,708355
FRACCA47 -8,543145 -3,056855
FRACCA48 -2,518345 2,967945
FRACC27 -3,136945 2,349345
FRACC28 -1,269545 4,216745
FRACC29 2,926135 8,412425

FRACC43 veneno 2,526575 8,012865
FRACC30 -1,970385 3,515905
FRACC31 -3,941195 1,545095
FRACC32 -,189535 5,296755
FRACC33 -2,483015 3,003275
FRACC37 -,534615 4,951675
FRACC39 -3,284705 2,201585
FRACCA41 -3,231145 2,255145
FRACC44-9 -9,052745 -3,566455
FRACCA46 -6,682645 -1,196355
FRACC47 -9,031145 -3,544855
FRACCA48 -3,006345 2,479945
FRACC27 -3,624945 1,861345
FRACC28 -1,757545 3,728745
FRACC29 2,438135 7,924425

FRACC44-9  veneno 8,836175 14,322465
FRACC30 4,339215 9,825505
FRACC31 2,368405 7,854695
FRACC32 6,120065 11,606355
FRACCS33 3,826585 9,312875
FRACC37 5,774985 11,261275
FRACC39 3,024895 8,511185
FRACCA41 3,078455 8,564745
FRACCA43 3,566455 9,052745
FRACCA46 -,373045 5,113245
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC47 ,0216000 ,5018334 1,000
FRACCA48 6,0464000* ,5018334 ,000
FRACC27 5,4278000* ,5018334 ,000
FRACC28 7,2952000* ,5018334 ,000
FRACC29 11,4908800* ,5018334 ,000
FRACC46 veneno 9,2092200* ,5018334 ,000
FRACC30 4,7122600* ,5018334 ,000
FRACC31 2,7414500 ,5018334 ,050
FRACC32 6,4931100* ,5018334 ,000
FRACCS33 4,1996300* ,5018334 ,000
FRACC37 6,1480300* ,5018334 ,000
FRACC39 3,3979400* ,5018334 ,004
FRACC41 3,4515000* ,5018334 ,003
FRACCA43 3,9395000* ,5018334 ,000
FRACC44-9 -2,3701000 ,5018334 ,169
FRACCA47 -2,3485000 ,5018334 ,180
FRACC48 3,6763000* ,5018334 ,001
FRACC27 3,0577000* ,5018334 ,015
FRACC28 4,9251000* ,5018334 ,000
FRACC29 9,1207800* ,5018334 ,000
FRACC47 veneno 11,5577200* ,5018334 ,000
FRACC30 7,0607600* ,5018334 ,000
FRACC31 5,0899500* ,5018334 ,000
FRACC32 8,8416100* ,5018334 ,000
FRACC33 6,5481300* ,5018334 ,000
FRACC37 8,4965300* ,5018334 ,000
FRACC39 5,7464400* ,5018334 ,000
FRACCA41 5,8000000* ,5018334 ,000
FRACC43 6,2880000* ,5018334 ,000
FRACC44-9 -,0216000 ,5018334 1,000
FRACC46 2,3485000 ,5018334 ,180
FRACCA48 6,0248000* ,5018334 ,000
FRACC27 5,4062000* ,5018334 ,000
FRACC28 7,2736000* ,5018334 ,000
FRACC29 11,4692800* ,5018334 ,000
FRACC48  veneno 5,5329200 5018334 ,000
FRACC30 1,0359600 ,5018334 ,994
FRACC31 -,9348500 ,5018334 ,998
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACCA47 -2,721545 2,764745
FRACCA48 3,303255 8,789545
FRACC27 2,684655 8,170945
FRACC28 4,552055 10,038345
FRACC29 8,747735 14,234025
FRACC46 veneno 6,466075 11,952365
FRACC30 1,969115 7,455405
FRACC31 -,001695 5,484595
FRACC32 3,749965 9,236255
FRACC33 1,456485 6,942775
FRACC37 3,404885 8,891175
FRACC39 ,654795 6,141085
FRACCA41 ,708355 6,194645
FRACCA43 1,196355 6,682645
FRACC44-9 -5,113245 , 373045
FRACC47 -5,091645 ,394645
FRACCA48 ,933155 6,419445
FRACC27 ,314555 5,800845
FRACC28 2,181955 7,668245
FRACC29 6,377635 11,863925
FRACCA47 veneno 8,814575 14,300865
FRACC30 4,317615 9,803905
FRACC31 2,346805 7,833095
FRACC32 6,098465 11,584755
FRACC33 3,804985 9,291275
FRACC37 5,753385 11,239675
FRACC39 3,003295 8,489585
FRACCA41 3,056855 8,543145
FRACCA43 3,544855 9,031145
FRACC44-9 -2,764745 2,721545
FRACCA46 -,394645 5,091645
FRACCA48 3,281655 8,767945
FRACC27 2,663055 8,149345
FRACC28 4,530455 10,016745
FRACC29 8,726135 14,212425
FRACC48 veneno 2,789775 8,276065
FRACC30 -1,707185 3,779105
FRACC31 -3,677995 1,808295
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC32 2,8168100* ,5018334 ,038
FRACC33 ,5233300 ,5018334 1,000
FRACC37 2,4717300 ,5018334 124
FRACC39 -,2783600 ,5018334 1,000
FRACC41 -,2248000 ,5018334 1,000
FRACCA43 ,2632000 ,5018334 1,000
FRACC44-9 -6,0464000* ,5018334 ,000
FRACC46 -3,6763000* ,5018334 ,001
FRACC47 -6,0248000* ,5018334 ,000
FRACC27 -,6186000 ,5018334 1,000
FRACC28 1,2488000 ,5018334 ,964
FRACC29 5,4444800° 5018334 ,000
FRACC27 veneno 6,1515200* ,5018334 ,000
FRACC30 1,6545600 ,5018334 742
FRACC31 -,3162500 ,5018334 1,000
FRACC32 3,4354100* ,5018334 ,003
FRACC33 1,1419300 ,5018334 ,984
FRACC37 3,0903300* ,5018334 ,014
FRACC39 ,3402400 ,5018334 1,000
FRACC41 ,3938000 ,5018334 1,000
FRACCA43 ,8818000 ,5018334 ,999
FRACC44-9 -5,4278000* ,5018334 ,000
FRACC46 -3,0577000* ,5018334 ,015
FRACC47 -5,4062000* ,5018334 ,000
FRACCA48 ,6186000 ,5018334 1,000
FRACC28 1,8674000 ,5018334 ,549
FRACC29 6,0630800* ,5018334 ,000
FRACC28 veneno 4,2841200* ,5018334 ,000
FRACC30 -,2128400 ,5018334 1,000
FRACC31 -2,1836500 ,5018334 ,281
FRACC32 1,5680100 ,5018334 ,810
FRACC33 -, 7254700 ,5018334 1,000
FRACC37 1,2229300 ,5018334 ,970
FRACC39 -1,5271600 ,5018334 ,839
FRACC41 -1,4736000 ,5018334 ,872
FRACC43 -,9856000 ,5018334 ,996
FRACC44-9 -7,2952000* ,5018334 ,000
FRACC46 -4,9251000" 5018334 ,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACC32 ,073665 5,559955
FRACC33 -2,219815 3,266475
FRACC37 -,271415 5,214875
FRACC39 -3,021505 2,464785
FRACCA41 -2,967945 2,518345
FRACCA43 -2,479945 3,006345
FRACC44-9 -8,789545 -3,303255
FRACCA46 -6,419445 -,933155
FRACCA47 -8,767945 -3,281655
FRACC27 -3,361745 2,124545
FRACC28 -1,494345 3,991945
FRACC29 2,701335 8,187625

FRACC27 veneno 3,408375 8,894665
FRACC30 -1,088585 4,397705
FRACC31 -3,059395 2,426895
FRACC32 ,692265 6,178555
FRACCS33 -1,601215 3,885075
FRACC37 , 347185 5,833475
FRACC39 -2,402905 3,083385
FRACCA41 -2,349345 3,136945
FRACCA43 -1,861345 3,624945
FRACC44-9 -8,170945 -2,684655
FRACCA46 -5,800845 -,314555
FRACC47 -8,149345 -2,663055
FRACCA48 -2,124545 3,361745
FRACC28 -,875745 4,610545
FRACC29 3,319935 8,806225

FRACC28 veneno 1,540975 7,027265
FRACC30 -2,955985 2,530305
FRACC31 -4,926795 ,559495
FRACC32 -1,175135 4,311155
FRACC33 -3,468615 2,017675
FRACC37 -1,520215 3,966075
FRACC39 -4,270305 1,215985
FRACCA41 -4,216745 1,269545
FRACCA43 -3,728745 1,757545
FRACC44-9 -10,038345 -4,552055
FRACCA46 -7,668245 -2,181955
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.

FRACC47 -7,2736000* ,5018334 ,000

FRACC48 -1,2488000 ,5018334 ,964

FRACC27 -1,8674000 ,5018334 ,549

FRACC29 4,1956800* ,5018334 ,000

FRACC29 veneno ,0884400 ,5018334 1,000
FRACC30 -4,4085200 5018334 ,000

FRACC31 -6,3793300* ,5018334 ,000

FRACC32 -2,6276700 ,5018334 ,075

FRACC33 -4,9211500* ,5018334 ,000

FRACC37 -2,9727500* ,5018334 ,021

FRACC39 -5,7228400* ,5018334 ,000

FRACC41 -5,6692800* ,5018334 ,000

FRACCA43 -5,1812800* ,5018334 ,000

FRACC44-9 -11,4908800* ,5018334 ,000

FRACC46 -9,1207800* ,5018334 ,000

FRACC47 -11,4692800* ,5018334 ,000

FRACCA48 -5,4444800* ,5018334 ,000

FRACC27 -6,0630800* ,5018334 ,000

FRACC28 -4,1956800* ,5018334 ,000

HelLa HSD Tukey veneno FRACC30 ,56275000 ,6341960 1,000
FRACC31 1,4717000 ,6341960 ,613

FRACC32 ,6199000 ,6341960 1,000

FRACC33 1,2901000 ,6341960 , 790

FRACC37 ,5230000 ,6341960 1,000

FRACC39 ,9361000 ,6341960 978

FRACC41 -19,6896000* ,6341960 ,000

FRACCA43 -3,5983000* ,6341960 ,000

FRACC44-9 -7,2456000 ,6341960 ,000

FRACC46 -6,0700000* ,6341960 ,000

FRACC47 -4,9692000* ,6341960 ,000

FRACCA48 -6,4721000* ,6341960 ,000

FRACC27 1,0615000 ,6341960 ,939

FRACC28 -13,1897000* ,6341960 ,000

FRACC29 -7,2920000* ,6341960 ,000

FRACC30 veneno -,5275000 ,6341960 1,000
FRACC31 ,9442000 ,6341960 ,976

FRACC32 ,0924000 ,6341960 1,000

FRACC33 ,7626000 ,6341960 ,997
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior

FRACCA47 -10,016745 -4,530455

FRACCA48 -3,991945 1,494345

FRACC27 -4,610545 ,875745

FRACC29 1,452535 6,938825

FRACC29 veneno -2,654705 2,831585
FRACC30 -7,151665 -1,665375

FRACC31 -9,122475 -3,636185

FRACC32 -5,370815 , 115475

FRACCS33 -7,664295 -2,178005

FRACC37 -5,715895 -,229605

FRACC39 -8,465985 -2,979695

FRACCA41 -8,412425 -2,926135

FRACCA43 -7,924425 -2,438135

FRACC44-9 -14,234025 -8,747735

FRACCA46 -11,863925 -6,377635

FRACC47 -14,212425 -8,726135

FRACCA48 -8,187625 -2,701335

FRACC27 -8,806225 -3,319935

FRACC28 -6,938825 -1,452535

HelLa HSD Tukey veneno FRACC30 -1,824153 2,879153
FRACC31 -,879953 3,823353

FRACC32 -1,731753 2,971553

FRACCS33 -1,061553 3,641753

FRACC37 -1,828653 2,874653

FRACC39 -1,415553 3,287753

FRACCA41 -22,041253 -17,337947

FRACCA43 -5,949953 -1,246647

FRACC44-9 -9,597253 -4,893947

FRACCA46 -8,421653 -3,718347

FRACC47 -7,320853 -2,617547

FRACCA48 -8,823753 -4,120447

FRACC27 -1,290153 3,413153

FRACC28 -15,541353 -10,838047

FRACC29 -9,643653 -4,940347

FRACC30 veneno -2,879153 1,824153
FRACC31 -1,407453 3,295853

FRACC32 -2,259253 2,444053

FRACC33 -1,589053 3,114253
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC37 -,0045000 ,6341960 1,000
FRACC39 ,4086000 ,6341960 1,000
FRACC41 -20,2171000" ,6341960 ,000
FRACC43 -4,1258000" ,6341960 ,000
FRACC44-9 -7,7731000" ,6341960 ,000
FRACC46 -6,5975000" ,6341960 ,000
FRACC47 -5,4967000" ,6341960 ,000
FRACC48 -6,9996000" ,6341960 ,000
FRACC27 ,5340000 ,6341960 1,000
FRACC28 -13,7172000" ,6341960 ,000
FRACC29 -7,8195000" ,6341960 ,000
FRACC31 veneno -1,4717000 ,6341960 ,613
FRACC30 -,9442000 ,6341960 976
FRACC32 -,8518000 ,6341960 ,990
FRACC33 -,1816000 ,6341960 1,000
FRACC37 -,9487000 ,6341960 975
FRACC39 -,5356000 ,6341960 1,000
FRACC41 -21,1613000" ,6341960 ,000
FRACC43 -5,0700000" ,6341960 ,000
FRACC44-9 -8,7173000° ,6341960 ,000
FRACC46 -7,5417000" ,6341960 ,000
FRACC47 -6,4409000" ,6341960 ,000
FRACC48 -7,9438000" ,6341960 ,000
FRACC27 -,4102000 ,6341960 1,000
FRACC28 -14,6614000" ,6341960 ,000
FRACC29 -8,7637000" ,6341960 ,000
FRACC32 veneno -,6199000 ,6341960 1,000
FRACC30 -,0924000 ,6341960 1,000
FRACC31 ,8518000 ,6341960 ,990
FRACC33 ,6702000 ,6341960 ,999
FRACC37 -,0969000 ,6341960 1,000
FRACC39 ;3162000 ,6341960 1,000
FRACC41 -20,3095000" ,6341960 ,000
FRACC43 -4,2182000° ,6341960 ,000
FRACC44-9 -7,8655000" ,6341960 ,000
FRACC46 -6,6899000" ,6341960 ,000
FRACC47 -5,5891000" ,6341960 ,000
FRACC48 -7,0920000" ,6341960 ,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACC37 -2,356153 2,347153
FRACC39 -1,943053 2,760253
FRACCA41 -22,568753 -17,865447
FRACCA43 -6,477453 -1,774147
FRACC44-9 -10,124753 -5,421447
FRACCA46 -8,949153 -4,245847
FRACCA47 -7,848353 -3,145047
FRACCA48 -9,351253 -4,647947
FRACC27 -1,817653 2,885653
FRACC28 -16,068853 -11,365547
FRACC29 -10,171153 -5,467847

FRACC31 veneno -3,823353 ,879953
FRACC30 -3,295853 1,407453
FRACC32 -3,203453 1,499853
FRACCS33 -2,533253 2,170053
FRACC37 -3,300353 1,402953
FRACC39 -2,887253 1,816053
FRACCA41 -23,512953 -18,809647
FRACCA43 -7,421653 -2,718347
FRACC44-9 -11,068953 -6,365647
FRACCA46 -9,893353 -5,190047
FRACC47 -8,792553 -4,089247
FRACCA48 -10,295453 -5,592147
FRACC27 -2,761853 1,941453
FRACC28 -17,013053 -12,309747
FRACC29 -11,115353 -6,412047

FRACC32 veneno -2,971553 1,731753
FRACC30 -2,444053 2,259253
FRACC31 -1,499853 3,203453
FRACC33 -1,681453 3,021853
FRACC37 -2,448553 2,254753
FRACC39 -2,035453 2,667853
FRACCA41 -22,661153 -17,957847
FRACCA43 -6,569853 -1,866547
FRACC44-9 -10,217153 -5,513847
FRACCA46 -9,041553 -4,338247
FRACCA47 -7,940753 -3,237447
FRACCA48 -9,443653 -4,740347
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC27 ,4416000 ,6341960 1,000
FRACC28 -13,8096000* ,6341960 ,000
FRACC29 -7,9119000* ,6341960 ,000
FRACC33 veneno -1,2901000 ,6341960 , 790
FRACC30 -,7626000 ,6341960 ,997
FRACC31 ,1816000 ,6341960 1,000
FRACC32 -,6702000 ,6341960 ,999
FRACC37 -, 7671000 ,6341960 ,997
FRACC39 -,3540000 ,6341960 1,000
FRACC41 -20,9797000* ,6341960 ,000
FRACCA43 -4,8884000* ,6341960 ,000
FRACC44-9 -8,5357000* ,6341960 ,000
FRACC46 -7,3601000* ,6341960 ,000
FRACC47 -6,2593000* ,6341960 ,000
FRACCA48 -7,7622000* ,6341960 ,000
FRACC27 -,2286000 ,6341960 1,000
FRACC28 -14,4798000* ,6341960 ,000
FRACC29 -8,5821000* ,6341960 ,000
FRACC37 veneno -,5230000 ,6341960 1,000
FRACC30 ,0045000 ,6341960 1,000
FRACC31 ,9487000 ,6341960 975
FRACC32 ,0969000 ,6341960 1,000
FRACC33 ,7671000 ,6341960 ,997
FRACC39 ,4131000 ,6341960 1,000
FRACC41 -20,2126000* ,6341960 ,000
FRACC43 -4,1213000" ,6341960 ,000
FRACC44-9 -7,7686000* ,6341960 ,000
FRACC46 -6,5930000* ,6341960 ,000
FRACC47 -5,4922000* ,6341960 ,000
FRACC48 -6,9951000* ,6341960 ,000
FRACC27 ,5385000 ,6341960 1,000
FRACC28 -13,7127000" ,6341960 ,000
FRACC29 -7,8150000* ,6341960 ,000
FRACC39 veneno -,9361000 ,6341960 ,978
FRACC30 -,4086000 ,6341960 1,000
FRACC31 ,5356000 ,6341960 1,000
FRACC32 -,3162000 ,6341960 1,000
FRACC33 ,3540000 ,6341960 1,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACC27 -1,910053 2,793253
FRACC28 -16,161253 -11,457947
FRACC29 -10,263553 -5,560247
FRACC33 veneno -3,641753 1,061553
FRACC30 -3,114253 1,589053
FRACC31 -2,170053 2,533253
FRACC32 -3,021853 1,681453
FRACC37 -3,118753 1,584553
FRACC39 -2,705653 1,997653
FRACCA41 -23,331353 -18,628047
FRACCA43 -7,240053 -2,536747
FRACC44-9 -10,887353 -6,184047
FRACCA46 -9,711753 -5,008447
FRACC47 -8,610953 -3,907647
FRACCA48 -10,113853 -5,410547
FRACC27 -2,580253 2,123053
FRACC28 -16,831453 -12,128147
FRACC29 -10,933753 -6,230447
FRACC37 veneno -2,874653 1,828653
FRACC30 -2,347153 2,356153
FRACC31 -1,402953 3,300353
FRACC32 -2,254753 2,448553
FRACCS33 -1,584553 3,118753
FRACC39 -1,938553 2,764753
FRACCA41 -22,564253 -17,860947
FRACCA43 -6,472953 -1,769647
FRACC44-9 -10,120253 -5,416947
FRACCA46 -8,944653 -4,241347
FRACCA47 -7,843853 -3,140547
FRACCA48 -9,346753 -4,643447
FRACC27 -1,813153 2,890153
FRACC28 -16,064353 -11,361047
FRACC29 -10,166653 -5,463347
FRACC39 veneno -3,287753 1,415553
FRACC30 -2,760253 1,943053
FRACC31 -1,816053 2,887253
FRACC32 -2,667853 2,035453
FRACC33 -1,997653 2,705653
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC37 -,4131000 ,6341960 1,000
FRACCA41 -20,6257000" ,6341960 ,000
FRACC43 -4,5344000" ,6341960 ,000
FRACC44-9 -8,1817000° ,6341960 ,000
FRACC46 -7,0061000" ,6341960 ,000
FRACCA47 -5,9053000" ,6341960 ,000
FRACC48 -7,4082000" ,6341960 ,000
FRACC27 ,1254000 ,6341960 1,000
FRACC28 -14,1258000" ,6341960 ,000
FRACC29 -8,2281000" ,6341960 ,000
FRACC41  veneno 19,6896000" ,6341960 ,000
FRACC30 20,2171000" ,6341960 ,000
FRACC31 21,1613000 ,6341960 ,000
FRACC32 20,3095000° ,6341960 ,000
FRACC33 20,9797000° ,6341960 ,000
FRACC37 20,2126000 ,6341960 ,000
FRACC39 20,6257000 ,6341960 ,000
FRACC43 16,0913000" ,6341960 ,000
FRACC44-9 12,4440000° ,6341960 ,000
FRACC46 13,6196000" ,6341960 ,000
FRACCA47 14,7204000° ,6341960 ,000
FRACC48 13,2175000° ,6341960 ,000
FRACC27 20,7511000 ,6341960 ,000
FRACC28 6,4999000" ,6341960 ,000
FRACC29 12,3976000° ,6341960 ,000
FRACC43 veneno 3,5983000* ,6341960 ,000
FRACC30 4,1258000" ,6341960 ,000
FRACC31 5,0700000" ,6341960 ,000
FRACC32 4,2182000" ,6341960 ,000
FRACC33 4,8884000" ,6341960 ,000
FRACC37 4,1213000" ,6341960 ,000
FRACC39 4,5344000" ,6341960 ,000
FRACCA41 -16,0913000" ,6341960 ,000
FRACC44-9 -3,6473000" ,6341960 ,000
FRACC46 -2,4717000" ,6341960 032
FRACCA47 -1,3709000 ,6341960 715
FRACC48 -2,8738000" ,6341960 ,006
FRACC27 4,6598000 ,6341960 ,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACC37 -2,764753 1,938553
FRACCA41 -22,977353 -18,274047
FRACCA43 -6,886053 -2,182747
FRACC44-9 -10,533353 -5,830047
FRACCA46 -9,357753 -4,654447
FRACCA47 -8,256953 -3,553647
FRACCA48 -9,759853 -5,056547
FRACC27 -2,226253 2,477053
FRACC28 -16,477453 -11,774147
FRACC29 -10,579753 -5,876447

FRACC41 veneno 17,337947 22,041253
FRACC30 17,865447 22,568753
FRACC31 18,809647 23,512953
FRACC32 17,957847 22,661153
FRACCS33 18,628047 23,331353
FRACC37 17,860947 22,564253
FRACC39 18,274047 22,977353
FRACCA43 13,739647 18,442953
FRACC44-9 10,092347 14,795653
FRACCA46 11,267947 15,971253
FRACCA47 12,368747 17,072053
FRACCA48 10,865847 15,569153
FRACC27 18,399447 23,102753
FRACC28 4,148247 8,851553
FRACC29 10,045947 14,749253

FRACC43 veneno 1,246647 5,949953
FRACC30 1,774147 6,477453
FRACC31 2,718347 7,421653
FRACC32 1,866547 6,569853
FRACC33 2,536747 7,240053
FRACC37 1,769647 6,472953
FRACC39 2,182747 6,886053
FRACCA41 -18,442953 -13,739647
FRACC44-9 -5,998953 -1,295647
FRACCA46 -4,823353 -,120047
FRACC47 -3,722553 ,980753
FRACCA48 -5,225453 -,522147
FRACC27 2,308147 7,011453
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC28 -9,5914000" ,6341960 ,000
FRACC29 -3,6937000" ,6341960 ,000
FRACC44-9  veneno 7,2456000" ,6341960 ,000
FRACC30 7,7731000" ,6341960 ,000
FRACC31 8,7173000" ,6341960 ,000
FRACC32 7,8655000" ,6341960 ,000
FRACC33 8,5357000" ,6341960 ,000
FRACC37 7,7686000" ,6341960 ,000
FRACC39 8,1817000" ,6341960 ,000
FRACC41 -12,4440000" ,6341960 ,000
FRACC43 3,6473000" ,6341960 ,000
FRACC46 1,1756000 ,6341960 878
FRACCA47 2,2764000 ,6341960 ,066
FRACC48 , 7735000 ,6341960 ,996
FRACC27 8,3071000" ,6341960 ,000
FRACC28 -5,9441000 ,6341960 ,000
FRACC29 -,0464000 ,6341960 1,000
FRACC46 veneno 6,0700000* ,6341960 ,000
FRACC30 6,5975000" ,6341960 ,000
FRACC31 7,5417000" ,6341960 ,000
FRACC32 6,6899000" ,6341960 ,000
FRACC33 7,3601000" ,6341960 ,000
FRACC37 6,5930000" ,6341960 ,000
FRACC39 7,0061000" ,6341960 ,000
FRACCA41 -13,6196000" ,6341960 ,000
FRACC43 2,4717000" ,6341960 ,032
FRACC44-9 -1,1756000 ,6341960 878
FRACC47 1,1008000 ,6341960 921
FRACC48 -,4021000 ,6341960 1,000
FRACC27 7,1315000" ,6341960 ,000
FRACC28 -7,1197000" ,6341960 ,000
FRACC29 -1,2220000 ,6341960 845
FRACCA47 veneno 4,9692000" ,6341960 ,000
FRACC30 5,4967000 ,6341960 ,000
FRACC31 6,4409000" ,6341960 ,000
FRACC32 5,5891000 ,6341960 ,000
FRACC33 6,2593000" ,6341960 ,000
FRACC37 5,4922000" ,6341960 ,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACC28 -11,943053 -7,239747
FRACC29 -6,045353 -1,342047
FRACC44-9  veneno 4,893947 9,597253
FRACC30 5,421447 10,124753
FRACC31 6,365647 11,068953
FRACC32 5,513847 10,217153
FRACC33 6,184047 10,887353
FRACC37 5,416947 10,120253
FRACC39 5,830047 10,533353
FRACCA41 -14,795653 -10,092347
FRACCA43 1,295647 5,998953
FRACCA46 -1,176053 3,527253
FRACCA47 -,075253 4,628053
FRACCA48 -1,578153 3,125153
FRACC27 5,955447 10,658753
FRACC28 -8,295753 -3,592447
FRACC29 -2,398053 2,305253
FRACC46 veneno 3,718347 8,421653
FRACC30 4,245847 8,949153
FRACC31 5,190047 9,893353
FRACC32 4,338247 9,041553
FRACC33 5,008447 9,711753
FRACC37 4,241347 8,944653
FRACC39 4,654447 9,357753
FRACCA41 -15,971253 -11,267947
FRACCA43 ,120047 4,823353
FRACC44-9 -3,527253 1,176053
FRACC47 -1,250853 3,452453
FRACCA48 -2,753753 1,949553
FRACC27 4,779847 9,483153
FRACC28 -9,471353 -4,768047
FRACC29 -3,573653 1,129653
FRACCA47 veneno 2,617547 7,320853
FRACC30 3,145047 7,848353
FRACC31 4,089247 8,792553
FRACC32 3,237447 7,940753
FRACC33 3,907647 8,610953
FRACC37 3,140547 7,843853
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Comparaciones multiples

Diferencia de

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC39 5,9053000" ,6341960 ,000
FRACC41 -14,7204000" ,6341960 ,000
FRACC43 1,3709000 ,6341960 715
FRACC44-9 -2,2764000 ,6341960 ,066
FRACC46 -1,1008000 ,6341960 921
FRACC48 -1,5029000 ,6341960 ,580
FRACC27 6,0307000" ,6341960 ,000
FRACC28 -8,2205000" ,6341960 ,000
FRACC29 -2,3228000 ,6341960 ,056
FRACC48 veneno 6,4721000* ,6341960 ,000
FRACC30 6,9996000" ,6341960 ,000
FRACC31 7,9438000" ,6341960 ,000
FRACC32 7,0920000" ,6341960 ,000
FRACC33 7,7622000" ,6341960 ,000
FRACC37 6,9951000" ,6341960 ,000
FRACC39 7,4082000" ,6341960 ,000
FRACCA41 -13,2175000" ,6341960 ,000
FRACC43 2,8738000" ,6341960 ,006
FRACC44-9 -, 7735000 ,6341960 ,996
FRACC46 ,4021000 ,6341960 1,000
FRACCA47 1,5029000 ,6341960 580
FRACC27 7,5336000" ,6341960 ,000
FRACC28 -6,7176000" ,6341960 ,000
FRACC29 -,8199000 ,6341960 ,993
FRACC27 veneno -1,0615000 ,6341960 939
FRACC30 -,5340000 ,6341960 1,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACC39 3,553647 8,256953
FRACCA41 -17,072053 -12,368747
FRACCA43 -,980753 3,722553
FRACC44-9 -4,628053 ,075253
FRACCA46 -3,452453 1,250853
FRACCA48 -3,854553 ,848753
FRACC27 3,679047 8,382353
FRACC28 -10,572153 -5,868847
FRACC29 -4,674453 ,028853
FRACC48 veneno 4,120447 8,823753
FRACC30 4,647947 9,351253
FRACC31 5,592147 10,295453
FRACC32 4,740347 9,443653
FRACC33 5,410547 10,113853
FRACC37 4,643447 9,346753
FRACC39 5,056547 9,759853
FRACCA41 -15,569153 -10,865847
FRACCA43 522147 5,225453
FRACC44-9 -3,125153 1,578153
FRACCA46 -1,949553 2,753753
FRACCA47 -,848753 3,854553
FRACC27 5,181947 9,885253
FRACC28 -9,069253 -4,365947
FRACC29 -3,171553 1,531753
FRACC27 veneno -3,413153 1,290153
FRACC30 -2,885653 1,817653




Comparaciones multiples

Diferencia de

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC31 ,4102000 ,6341960 1,000
FRACC32 -,4416000 ,6341960 1,000
FRACC33 ;2286000 ,6341960 1,000
FRACC37 -,5385000 ,6341960 1,000
FRACC39 -,1254000 ,6341960 1,000
FRACC41 -20,7511000" ,6341960 ,000
FRACC43 -4,6598000" ,6341960 ,000
FRACC44-9 -8,3071000" ,6341960 ,000
FRACC46 -7,1315000" ,6341960 ,000
FRACC47 -6,0307000" ,6341960 ,000
FRACC48 -7,5336000" ,6341960 ,000
FRACC28 -14,2512000" ,6341960 ,000
FRACC29 -8,3535000" ,6341960 ,000

FRACC28 veneno 13,1897000* ,6341960 ,000
FRACC30 13,7172000" ,6341960 ,000
FRACC31 14,6614000 ,6341960 ,000
FRACC32 13,8096000" ,6341960 ,000
FRACC33 14,4798000 ,6341960 ,000
FRACC37 13,7127000" ,6341960 ,000
FRACC39 14,1258000 ,6341960 ,000
FRACCA41 -6,4999000" ,6341960 ,000
FRACC43 9,5914000" ,6341960 ,000
FRACC44-9 5,9441000" ,6341960 ,000
FRACC46 7,1197000" ,6341960 ,000
FRACCA47 8,2205000" ,6341960 ,000
FRACC48 6,7176000" ,6341960 ,000
FRACC27 14,2512000" ,6341960 ,000
FRACC29 5,8977000 ,6341960 ,000

FRACC29 veneno 7,2920000" ,6341960 ,000
FRACC30 7,8195000" ,6341960 ,000
FRACC31 8,7637000" ,6341960 ,000
FRACC32 7,9119000" ,6341960 ,000
FRACC33 8,5821000" ,6341960 ,000
FRACC37 7,8150000" ,6341960 ,000
FRACC39 8,2281000" ,6341960 ,000
FRACC41 -12,3976000" ,6341960 ,000
FRACC43 3,6937000" ,6341960 ,000
FRACC44-9 ,0464000 ,6341960 1,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACC31 -1,941453 2,761853
FRACC32 -2,793253 1,910053
FRACCS33 -2,123053 2,580253
FRACC37 -2,890153 1,813153
FRACC39 -2,477053 2,226253
FRACCA41 -23,102753 -18,399447
FRACCA43 -7,011453 -2,308147
FRACC44-9 -10,658753 -5,955447
FRACCA46 -9,483153 -4,779847
FRACC47 -8,382353 -3,679047
FRACCA48 -9,885253 -5,181947
FRACC28 -16,602853 -11,899547
FRACC29 -10,705153 -6,001847

FRACC28 veneno 10,838047 15,541353
FRACC30 11,365547 16,068853
FRACC31 12,309747 17,013053
FRACC32 11,457947 16,161253
FRACC33 12,128147 16,831453
FRACC37 11,361047 16,064353
FRACC39 11,774147 16,477453
FRACCA41 -8,851553 -4,148247
FRACCA43 7,239747 11,943053
FRACC44-9 3,592447 8,295753
FRACCA46 4,768047 9,471353
FRACCA47 5,868847 10,572153
FRACCA48 4,365947 9,069253
FRACC27 11,899547 16,602853
FRACC29 3,546047 8,249353

FRACC29 veneno 4,940347 9,643653
FRACC30 5,467847 10,171153
FRACC31 6,412047 11,115353
FRACC32 5,560247 10,263553
FRACCS33 6,230447 10,933753
FRACC37 5,463347 10,166653
FRACC39 5,876447 10,579753
FRACCA41 -14,749253 -10,045947
FRACCA43 1,342047 6,045353
FRACC44-9 -2,305253 2,398053
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.

FRACC46 1,2220000 ,6341960 ,845

FRACC47 2,3228000 ,6341960 ,056

FRACCA48 ,8199000 ,6341960 ,993

FRACC27 8,3535000* ,6341960 ,000

FRACC28 -5,8977000* ,6341960 ,000

Scheffe veneno FRACC30 ,5275000 ,6341960 1,000
FRACC31 1,4717000 ,6341960 ,981

FRACC32 ,6199000 ,6341960 1,000

FRACC33 1,2901000 ,6341960 ,995

FRACC37 ,5230000 ,6341960 1,000

FRACC39 ,9361000 ,6341960 1,000

FRACC41 -19,6896000* ,6341960 ,000

FRACCA43 -3,5983000* ,6341960 ,034

FRACC44-9 -7,2456000" ,6341960 ,000

FRACC46 -6,0700000* ,6341960 ,000

FRACC47 -4,9692000* ,6341960 ,000

FRACCA48 -6,4721000* ,6341960 ,000

FRACC27 1,0615000 ,6341960 ,999

FRACC28 -13,1897000* ,6341960 ,000

FRACC29 -7,2920000* ,6341960 ,000

FRACC30 veneno -,5275000 ,6341960 1,000
FRACC31 ,9442000 ,6341960 1,000

FRACC32 ,0924000 ,6341960 1,000

FRACC33 ,7626000 ,6341960 1,000

FRACC37 -,0045000 ,6341960 1,000

FRACC39 ,4086000 ,6341960 1,000

FRACC41 -20,2171000* ,6341960 ,000

FRACC43 -4,1258000" ,6341960 ,007

FRACC44-9 -7,7731000* ,6341960 ,000

FRACC46 -6,5975000* ,6341960 ,000

FRACC47 -5,4967000* ,6341960 ,000

FRACC48 -6,9996000* ,6341960 ,000

FRACC27 ,5340000 ,6341960 1,000

FRACC28 -13,7172000" ,6341960 ,000

FRACC29 -7,8195000* ,6341960 ,000

FRACC31 veneno -1,4717000 ,6341960 ,981
FRACC30 -,9442000 ,6341960 1,000

FRACC32 -,8518000 ,6341960 1,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior

FRACCA46 -1,129653 3,573653

FRACCA47 -,028853 4,674453

FRACCA48 -1,531753 3,171553

FRACC27 6,001847 10,705153

FRACC28 -8,249353 -3,546047

Scheffe veneno FRACC30 -2,939171 3,994171
FRACC31 -1,994971 4,938371

FRACC32 -2,846771 4,086571

FRACCS33 -2,176571 4,756771

FRACC37 -2,943671 3,989671

FRACC39 -2,530571 4,402771

FRACCA41 -23,156271 -16,222929

FRACCA43 -7,064971 -,131629

FRACC44-9 -10,712271 -3,778929

FRACCA46 -9,536671 -2,603329

FRACCA47 -8,435871 -1,502529

FRACCA48 -9,938771 -3,005429

FRACC27 -2,405171 4,528171

FRACC28 -16,656371 -9,723029

FRACC29 -10,758671 -3,825329

FRACC30 veneno -3,994171 2,939171
FRACC31 -2,522471 4,410871

FRACC32 -3,374271 3,559071

FRACC33 -2,704071 4,229271

FRACC37 -3,471171 3,462171

FRACC39 -3,058071 3,875271

FRACCA41 -23,683771 -16,750429

FRACCA43 -7,592471 -,659129

FRACC44-9 -11,239771 -4,306429

FRACCA46 -10,064171 -3,130829

FRACCA47 -8,963371 -2,030029

FRACCA48 -10,466271 -3,532929

FRACC27 -2,932671 4,000671

FRACC28 -17,183871 -10,250529

FRACC29 -11,286171 -4,352829

FRACC31 veneno -4,938371 1,994971
FRACC30 -4,410871 2,522471

FRACC32 -4,318471 2,614871
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC33 -,1816000 ,6341960 1,000
FRACC37 -,9487000 ,6341960 1,000
FRACC39 -,5356000 ,6341960 1,000
FRACC41 -21,1613000" ,6341960 ,000
FRACCA43 -5,0700000* ,6341960 ,000
FRACC44-9 -8,7173000 6341960 ,000
FRACC46 -7,5417000* ,6341960 ,000
FRACC47 -6,4409000* ,6341960 ,000
FRACCA48 -7,9438000* ,6341960 ,000
FRACC27 -,4102000 ,6341960 1,000
FRACC28 -14,6614000* ,6341960 ,000
FRACC29 -8,7637000* ,6341960 ,000
FRACC32 veneno -,6199000 ,6341960 1,000
FRACC30 -,0924000 ,6341960 1,000
FRACC31 ,8518000 ,6341960 1,000
FRACC33 ,6702000 ,6341960 1,000
FRACC37 -,0969000 ,6341960 1,000
FRACC39 ,3162000 ,6341960 1,000
FRACC41 -20,3095000* ,6341960 ,000
FRACC43 -4,2182000* ,6341960 ,005
FRACC44-9 -7,8655000* ,6341960 ,000
FRACC46 -6,6899000* ,6341960 ,000
FRACC47 -5,5891000* ,6341960 ,000
FRACC48 -7,0920000* ,6341960 ,000
FRACC27 ,4416000 ,6341960 1,000
FRACC28 -13,8096000* ,6341960 ,000
FRACC29 -7,9119000* ,6341960 ,000
FRACC33 veneno -1,2901000 ,6341960 ,995
FRACC30 -,7626000 ,6341960 1,000
FRACC31 ,1816000 ,6341960 1,000
FRACC32 -,6702000 ,6341960 1,000
FRACC37 -, 7671000 ,6341960 1,000
FRACC39 -,3540000 ,6341960 1,000
FRACC41 -20,9797000* ,6341960 ,000
FRACCA43 -4,8884000* ,6341960 ,001
FRACC44-9 -8,5357000* ,6341960 ,000
FRACC46 -7,3601000* ,6341960 ,000
FRACC47 -6,2593000* ,6341960 ,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACCS33 -3,648271 3,285071
FRACC37 -4,415371 2,517971
FRACC39 -4,002271 2,931071
FRACCA41 -24,627971 -17,694629
FRACCA43 -8,536671 -1,603329
FRACC44-9 -12,183971 -5,250629
FRACCA46 -11,008371 -4,075029
FRACC47 -9,907571 -2,974229
FRACCA48 -11,410471 -4,477129
FRACC27 -3,876871 3,056471
FRACC28 -18,128071 -11,194729
FRACC29 -12,230371 -5,297029

FRACC32 veneno -4,086571 2,846771
FRACC30 -3,559071 3,374271
FRACC31 -2,614871 4,318471
FRACC33 -2,796471 4,136871
FRACC37 -3,563571 3,369771
FRACC39 -3,150471 3,782871
FRACCA41 -23,776171 -16,842829
FRACCA43 -7,684871 -,751529
FRACC44-9 -11,332171 -4,398829
FRACCA46 -10,156571 -3,223229
FRACCA47 -9,055771 -2,122429
FRACCA48 -10,558671 -3,625329
FRACC27 -3,025071 3,908271
FRACC28 -17,276271 -10,342929
FRACC29 -11,378571 -4,445229

FRACC33 veneno -4,756771 2,176571
FRACC30 -4,229271 2,704071
FRACC31 -3,285071 3,648271
FRACC32 -4,136871 2,796471
FRACC37 -4,233771 2,699571
FRACC39 -3,820671 3,112671
FRACC41 -24,446371 -17,513029
FRACCA43 -8,355071 -1,421729
FRACC44-9 -12,002371 -5,069029
FRACCA46 -10,826771 -3,893429
FRACC47 -9,725971 -2,792629
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC48 -7,7622000" ,6341960 ,000
FRACC27 -,2286000 ,6341960 1,000
FRACC28 -14,4798000" ,6341960 ,000
FRACC29 -8,5821000" ,6341960 ,000
FRACC37 veneno -,5230000 ,6341960 1,000
FRACC30 ,0045000 ,6341960 1,000
FRACC31 ,9487000 ,6341960 1,000
FRACC32 ,0969000 ,6341960 1,000
FRACC33 , 7671000 ,6341960 1,000
FRACC39 ,4131000 ,6341960 1,000
FRACC41 -20,2126000" ,6341960 ,000
FRACC43 -4,1213000° ,6341960 ,007
FRACC44-9 -7,7686000" ,6341960 ,000
FRACC46 -6,5930000" ,6341960 ,000
FRACC47 -5,4922000" ,6341960 ,000
FRACC48 -6,9951000" ,6341960 ,000
FRACC27 ,5385000 ,6341960 1,000
FRACC28 -13,7127000" ,6341960 ,000
FRACC29 -7,8150000" ,6341960 ,000
FRACC39 veneno -,9361000 ,6341960 1,000
FRACC30 -,4086000 ,6341960 1,000
FRACC31 ,5356000 ,6341960 1,000
FRACC32 -,3162000 ,6341960 1,000
FRACC33 ,3540000 ,6341960 1,000
FRACC37 -,4131000 ,6341960 1,000
FRACCA41 -20,6257000" ,6341960 ,000
FRACC43 -4,5344000" ,6341960 ,002
FRACC44-9 -8,1817000" ,6341960 ,000
FRACC46 -7,0061000" ,6341960 ,000
FRACCA47 -5,9053000" ,6341960 ,000
FRACC48 -7,4082000" ,6341960 ,000
FRACC27 ,1254000 ,6341960 1,000
FRACC28 -14,1258000" ,6341960 ,000
FRACC29 -8,2281000" ,6341960 ,000
FRACC41 veneno 19,6896000 ,6341960 ,000
FRACC30 20,2171000" ,6341960 ,000
FRACC31 21,1613000 ,6341960 ,000
FRACC32 20,3095000° ,6341960 ,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACCA48 -11,228871 -4,295529
FRACC27 -3,695271 3,238071
FRACC28 -17,946471 -11,013129
FRACC29 -12,048771 -5,115429
FRACC37 veneno -3,989671 2,943671
FRACC30 -3,462171 3,471171
FRACC31 -2,517971 4,415371
FRACC32 -3,369771 3,563571
FRACCS33 -2,699571 4,233771
FRACC39 -3,053571 3,879771
FRACCA41 -23,679271 -16,745929
FRACCA43 -7,587971 -,654629
FRACC44-9 -11,235271 -4,301929
FRACCA46 -10,059671 -3,126329
FRACCA47 -8,958871 -2,025529
FRACCA48 -10,461771 -3,528429
FRACC27 -2,928171 4,005171
FRACC28 -17,179371 -10,246029
FRACC29 -11,281671 -4,348329
FRACC39 veneno -4,402771 2,530571
FRACC30 -3,875271 3,058071
FRACC31 -2,931071 4,002271
FRACC32 -3,782871 3,150471
FRACC33 -3,112671 3,820671
FRACC37 -3,879771 3,053571
FRACCA41 -24,092371 -17,159029
FRACCA43 -8,001071 -1,067729
FRACC44-9 -11,648371 -4,715029
FRACCA46 -10,472771 -3,539429
FRACC47 -9,371971 -2,438629
FRACCA48 -10,874871 -3,941529
FRACC27 -3,341271 3,592071
FRACC28 -17,592471 -10,659129
FRACC29 -11,694771 -4,761429
FRACC41 veneno 16,222929 23,156271
FRACC30 16,750429 23,683771
FRACC31 17,694629 24,627971
FRACC32 16,842829 23,776171
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC33 20,9797000 ,6341960 ,000
FRACC37 20,2126000" ,6341960 ,000
FRACC39 20,6257000 ,6341960 ,000
FRACC43 16,0913000" ,6341960 ,000
FRACC44-9 12,4440000" ,6341960 ,000
FRACC46 13,6196000" ,6341960 ,000
FRACC47 14,7204000" ,6341960 ,000
FRACC48 13,2175000° ,6341960 ,000
FRACC27 20,7511000 ,6341960 ,000
FRACC28 6,4999000" ,6341960 ,000
FRACC29 12,3976000" ,6341960 ,000
FRACC43 veneno 3,5983000* ,6341960 ,034
FRACC30 4,1258000" ,6341960 ,007
FRACC31 5,0700000" ,6341960 ,000
FRACC32 4,2182000" ,6341960 ,005
FRACC33 4,8884000 ,6341960 ,001
FRACC37 4,1213000" ,6341960 ,007
FRACC39 4,5344000" ,6341960 ,002
FRACC41 -16,0913000" ,6341960 ,000
FRACC44-9 -3,6473000" ,6341960 ,030
FRACC46 -2,4717000 ,6341960 467
FRACC47 -1,3709000 ,6341960 ,990
FRACC48 -2,8738000 ,6341960 221
FRACC27 4,6598000 ,6341960 ,001
FRACC28 -9,5914000" ,6341960 ,000
FRACC29 -3,6937000" ,6341960 ,026
FRACC44-9  veneno 7,2456000" ,6341960 ,000
FRACC30 7,7731000" ,6341960 ,000
FRACC31 8,7173000" ,6341960 ,000
FRACC32 7,8655000" ,6341960 ,000
FRACC33 8,5357000" ,6341960 ,000
FRACC37 7,7686000" ,6341960 ,000
FRACC39 8,1817000" ,6341960 ,000
FRACC41 -12,4440000" ,6341960 ,000
FRACC43 3,6473000" ,6341960 ,030
FRACC46 1,1756000 ,6341960 ,998
FRACC47 2,2764000 ,6341960 611
FRACC48 , 7735000 ,6341960 1,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACCS33 17,513029 24,446371
FRACC37 16,745929 23,679271
FRACC39 17,159029 24,092371
FRACCA43 12,624629 19,557971
FRACC44-9 8,977329 15,910671
FRACCA46 10,152929 17,086271
FRACCA47 11,253729 18,187071
FRACCA48 9,750829 16,684171
FRACC27 17,284429 24,217771
FRACC28 3,033229 9,966571
FRACC29 8,930929 15,864271

FRACC43 veneno , 131629 7,064971
FRACC30 ,659129 7,592471
FRACC31 1,603329 8,536671
FRACC32 , 751529 7,684871
FRACC33 1,421729 8,355071
FRACC37 ,654629 7,587971
FRACC39 1,067729 8,001071
FRACCA41 -19,557971 -12,624629
FRACC44-9 -7,113971 -,180629
FRACCA46 -5,938371 ,994971
FRACC47 -4,837571 2,095771
FRACCA48 -6,340471 ,592871
FRACC27 1,193129 8,126471
FRACC28 -13,058071 -6,124729
FRACC29 -7,160371 -,227029

FRACC44-9  veneno 3,778929 10,712271
FRACC30 4,306429 11,239771
FRACC31 5,250629 12,183971
FRACC32 4,398829 11,332171
FRACCS33 5,069029 12,002371
FRACC37 4,301929 11,235271
FRACC39 4,715029 11,648371
FRACC41 -15,910671 -8,977329
FRACCA43 , 180629 7,113971
FRACCA46 -2,291071 4,642271
FRACCA47 -1,190271 5,743071
FRACCA48 -2,693171 4,240171
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC27 8,3071000" ,6341960 ,000
FRACC28 -5,9441000 ,6341960 ,000
FRACC29 -,0464000 ,6341960 1,000
FRACC46 veneno 6,0700000* ,6341960 ,000
FRACC30 6,5975000" ,6341960 ,000
FRACC31 7,5417000" ,6341960 ,000
FRACC32 6,6899000" ,6341960 ,000
FRACC33 7,3601000" ,6341960 ,000
FRACC37 6,5930000" ,6341960 ,000
FRACC39 7,0061000" ,6341960 ,000
FRACC41 -13,6196000" ,6341960 ,000
FRACC43 2,4717000 ,6341960 467
FRACC44-9 -1,1756000 ,6341960 ,998
FRACC47 1,1008000 ,6341960 ,999
FRACC48 -,4021000 ,6341960 1,000
FRACC27 7,1315000" ,6341960 ,000
FRACC28 -7,1197000" ,6341960 ,000
FRACC29 -1,2220000 ,6341960 ,997
FRACC47 veneno 4,9692000" ,6341960 ,000
FRACC30 5,4967000 ,6341960 ,000
FRACC31 6,4409000" ,6341960 ,000
FRACC32 5,5891000 ,6341960 ,000
FRACC33 6,2593000" ,6341960 ,000
FRACC37 5,4922000" ,6341960 ,000
FRACC39 5,9053000" ,6341960 ,000
FRACC41 -14,7204000" ,6341960 ,000
FRACC43 1,3709000 ,6341960 ,990
FRACC44-9 -2,2764000 ,6341960 611
FRACC46 -1,1008000 ,6341960 ,999
FRACC48 -1,5029000 ,6341960 977
FRACC27 6,0307000" ,6341960 ,000
FRACC28 -8,2205000" ,6341960 ,000
FRACC29 -2,3228000 ,6341960 577
FRACC48 veneno 6,4721000* ,6341960 ,000
FRACC30 6,9996000" ,6341960 ,000
FRACC31 7,9438000" ,6341960 ,000
FRACC32 7,0920000" ,6341960 ,000
FRACC33 7,7622000" ,6341960 ,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACC27 4,840429 11,773771
FRACC28 -9,410771 -2,477429
FRACC29 -3,513071 3,420271
FRACC46 veneno 2,603329 9,536671
FRACC30 3,130829 10,064171
FRACC31 4,075029 11,008371
FRACC32 3,223229 10,156571
FRACC33 3,893429 10,826771
FRACC37 3,126329 10,059671
FRACC39 3,539429 10,472771
FRACCA41 -17,086271 -10,152929
FRACCA43 -,994971 5,938371
FRACC44-9 -4,642271 2,291071
FRACC47 -2,365871 4,567471
FRACCA48 -3,868771 3,064571
FRACC27 3,664829 10,598171
FRACC28 -10,586371 -3,653029
FRACC29 -4,688671 2,244671
FRACCA47 veneno 1,502529 8,435871
FRACC30 2,030029 8,963371
FRACC31 2,974229 9,907571
FRACC32 2,122429 9,055771
FRACC33 2,792629 9,725971
FRACC37 2,025529 8,958871
FRACC39 2,438629 9,371971
FRACCA41 -18,187071 -11,253729
FRACCA43 -2,095771 4,837571
FRACC44-9 -5,743071 1,190271
FRACCA46 -4,567471 2,365871
FRACCA48 -4,969571 1,963771
FRACC27 2,564029 9,497371
FRACC28 -11,687171 -4,753829
FRACC29 -5,789471 1,143871
FRACC48 veneno 3,005429 9,938771
FRACC30 3,532929 10,466271
FRACC31 4,477129 11,410471
FRACC32 3,625329 10,558671
FRACC33 4,295529 11,228871
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Comparaciones multiples

Diferencia de
Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion medias (I-J) | Error estandar Sig.
FRACC37 6,9951000" ,6341960 ,000
FRACC39 7,4082000" ,6341960 ,000
FRACCA41 -13,2175000" ,6341960 ,000
FRACC43 2,8738000 ,6341960 221
FRACC44-9 -, 7735000 ,6341960 1,000
FRACC46 ,4021000 ,6341960 1,000
FRACCA47 1,5029000 ,6341960 977
FRACC27 7,5336000" ,6341960 ,000
FRACC28 -6,7176000" ,6341960 ,000
FRACC29 -,8199000 ,6341960 1,000
FRACC27 veneno -1,0615000 ,6341960 ,999
FRACC30 -,5340000 ,6341960 1,000
FRACC31 ,4102000 ,6341960 1,000
FRACC32 -,4416000 ,6341960 1,000
FRACC33 ;2286000 ,6341960 1,000
FRACC37 -,5385000 ,6341960 1,000
FRACC39 -,1254000 ,6341960 1,000
FRACC41 -20,7511000" ,6341960 ,000
FRACC43 -4,6598000" ,6341960 ,001
FRACC44-9 -8,3071000" ,6341960 ,000
FRACC46 -7,1315000" ,6341960 ,000
FRACC47 -6,0307000" ,6341960 ,000
FRACC48 -7,5336000" ,6341960 ,000
FRACC28 -14,2512000" ,6341960 ,000
FRACC29 -8,3535000" ,6341960 ,000
FRACC28 veneno 13,1897000* ,6341960 ,000
FRACC30 13,7172000° ,6341960 ,000
FRACC31 14,6614000 ,6341960 ,000
FRACC32 13,8096000 ,6341960 ,000
FRACC33 14,4798000 ,6341960 ,000
FRACC37 13,7127000 ,6341960 ,000
FRACC39 14,1258000 ,6341960 ,000
FRACCA41 -6,4999000" ,6341960 ,000
FRACC43 9,5914000" ,6341960 ,000
FRACC44-9 5,9441000" ,6341960 ,000
FRACC46 7,1197000" ,6341960 ,000
FRACCA47 8,2205000" ,6341960 ,000
FRACC48 6,7176000" ,6341960 ,000
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Comparaciones multiples

95% de intervalo de confianza

Variable dependiente (1) fraccion (J) fraccion Limite inferior | Limite superior
FRACC37 3,528429 10,461771
FRACC39 3,941529 10,874871
FRACCA41 -16,684171 -9,750829
FRACCA43 -,592871 6,340471
FRACC44-9 -4,240171 2,693171
FRACCA46 -3,064571 3,868771
FRACCA47 -1,963771 4,969571
FRACC27 4,066929 11,000271
FRACC28 -10,184271 -3,250929
FRACC29 -4,286571 2,646771

FRACC27 veneno -4,528171 2,405171
FRACC30 -4,000671 2,932671
FRACC31 -3,056471 3,876871
FRACC32 -3,908271 3,025071
FRACCS33 -3,238071 3,695271
FRACC37 -4,005171 2,928171
FRACC39 -3,592071 3,341271
FRACCA41 -24,217771 -17,284429
FRACCA43 -8,126471 -1,193129
FRACC44-9 -11,773771 -4,840429
FRACCA46 -10,598171 -3,664829
FRACC47 -9,497371 -2,564029
FRACCA48 -11,000271 -4,066929
FRACC28 -17,717871 -10,784529
FRACC29 -11,820171 -4,886829

FRACC28 veneno 9,723029 16,656371
FRACC30 10,250529 17,183871
FRACC31 11,194729 18,128071
FRACC32 10,342929 17,276271
FRACC33 11,013129 17,946471
FRACC37 10,246029 17,179371
FRACC39 10,659129 17,592471
FRACCA41 -9,966571 -3,033229
FRACCA43 6,124729 13,058071
FRACC44-9 2,477429 9,410771
FRACCA46 3,653029 10,586371
FRACCA47 4,753829 11,687171
FRACCA48 3,250929 10,184271
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Diferencia de
Variable dependiente (I) fracc