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RESUMEN

El alacran Centruroides nigrescens Pocock 1898, es una especie que habita y se
restringe en los estados de Guerrero y Michoacan, el objetivo de este proyecto se
bas6 en conocer si existen algunas diferencias en la composicién quimica de su
veneno entre miembros de la misma especie, de acuerdo al nicho ecoldgico en el
que esta especie subsiste, los materiales y métodos empleados en este proyecto
fueron; la obtencion del veneno del alacran Centruroides nigrescens de la region
costera de Zihuatanejo en el estado de Guerrero y el veneno de la misma especie,
de la regidbn montafiosa de Quechultenango del mismo estado. Los venenos fueron
obtenidos por estimulacion eléctrica del telson y las fracciones solubles de los
venenos fueron liofilizadas y se conservaron a -20°C. Se puso a prueba la toxicidad
del veneno total en mamiferos (Mus musculus), insectos (Acheta domestica) y en
crustaceos (Dactylopius coccus). Los venenos se sometieron a técnicas
electroforéticas empleando geles de poliacrilamida y a técnicas de cromatografia
liguida de alta resolucion fase reversa (RP-HPLC), la finalidad de estas técnicas
fueron fraccionar y purificar los principales componentes de los venenos de los
alacranes de ambas regiones y conocer si existen algunas diferencias entre ellos.
Se determinaron mediante espectrometria de masas los pesos moleculares (Da) de
los péptidos obtenidos por RP-HPLC. En los resultados de los bioensayos se
demuestran diferencias en el grado de toxicidad de los venenos a diferentes
especies de animales dependiendo de la region del que proviene el alacran. En las
técnicas electroforéticas se demuestran migraciones de los componentes del
veneno del alacran de la region de Zihuatanejo diferente al del alacran de la regién
de Quechultenango. Existen diferencias en las concentraciones relativas de los
péptidos que se muestran en los cromatogramas obtenidos por RP-HPLC y se
lograron purificar y secuenciar los principales componentes de ambos venenos. Se
encontraron 72 péptidos en el veneno por parte del alacran de Zihuatanejo y 65
péptidos en el veneno por parte del alacran de Quechultenango, diferenciando sus
pesos moleculares entre ambos venenos, estos componentes varian entre los 300
a los 8000 Da.
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1. INTRODUCCION

Los alacranes se encuentran entre los artropodos terrestres de la clase Arachnida
mas antiguos (Santibanez-Lopez et al., 2016), se calcula que existen en nuestro
planeta desde hace unos 400 millones de afios (Possani, 2005; Polis, 1990), en ese
entonces la Tierra, como hace muchos millones de afios atras y como lo hace en
este momento, estaba y esta en constante evolucion, probablemente causada por
desastres naturales o por la presencia de organismos que lograron cambiar su
entorno, dando origen a mdultiples modificaciones tanto en los ecosistemas
acuaticos, terrestres y atmosféricos, como en las estructuras anatomicas y
fisiologicas de los individuos, ademas de generar nuevos aspectos fisicos y
distintos comportamientos de muchos organismos de diferentes especies, estos
cambios, aparentemente obligaron a los alacranes a evolucionar y conocerlos

morfolégicamente al dia de hoy (Polis, 1990) (Figura 1).

Opistosoma

\

Aguijén
Telson

Pedipalpo <€—— : E B

Metasoma

Pedipalpo <€—

Ojos
Figura 1. Morfologia basica de un alacran. (Tomado de Garcia-Guerrero, 2018)

Muchas especies de alacranes conquistaron casi todos los ambientes ecolégicos,
exceptuando los circulos polares y algunas islas del pacifico (Santibafez-Lopez et
al., 2016), la mayor parte de las especies de alacranes se distribuyeron en las
regiones tropicales y subtropicales de la Tierra y se adaptaron perfectamente a los
ambientes deseérticos de clima caliente como el existente en México (Possani,

2005). Muchas otras especies de alacranes se especializaron para subsistir en
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sustratos, los cuales constituyen sus refugios de las inclemencias del clima y los
protegen de posibles depredadores, ademas de ser el lugar en donde encuentran a
su pareja reproductiva y a su alimento (Gonzalez, 2014), que generalmente consiste
de pequefios invertebrados como moluscos, insectos y otros aracnidos, ademas,
estos organismos son capaces de soportar largos periodos de inanicién sin tener
algun efecto notable, la mayoria de las especies de alacranes son nocturnos y
permanecen en reposo durante el dia, esto es mas frecuente en especies que
habitan en zonas desérticas, ya que esto les evita efectos mortiferos como la
insolacién y la deshidratacion, sin embargo, algunas especies de alacranes pueden
lograr sobrevivir con la minima cantidad de agua, incluso les es suficiente con la
gue toman de su alimento; pero en otras areas, los alacranes requieren beber agua
de vez en cuando para poder complementar sus requerimientos metabdlicos, lo que

hace que busquen areas humedas durante la noche (Polis, 1990).

Actualmente de las 2,597 especies de alacranes que se han reportado en todo el
mundo (Rein-Ove, 2021), 289 especies de alacranes se encuentran en nuestro pais,
lo que representa mas del 11% de la diversidad mundial (Figura 2).

A BUTHIDAE B
5%

‘ CARABOCTONIDAE

2 8%

BUTHIDAE

16%

CHACTIDAE
3% CARABOCTONIDAE
3%
; ) =) " CHACTIDAE
)\ DIPLOCENTRIDAE ) oo

A 8%

VAEJOVIDAE
52%
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55% EUSCORPIIDAE
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/ 21%
y
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|

TYPHLOCHACTIDAE Sl}FERSTlTION"DAE
% 0.5%

Figura 2. Proporcion de diversidad de alacranes en México. (A) Porcentaje de
géneros en las familias de alacranes mexicanos. (B) Porcentaje de especies en las

familias de alacranes mexicanos. (Tomado de Santibafiez-L6pez et al., 2016)

Las especies de alacranes registradas en todos los estados de México se incluyen

en ocho familias y 38 géneros (Tabla 1) (Santibafiez-Lopez et al., 2016), de las
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cuales la familia Vaejovidae Thorell, 1876, es la mas diversa (Ponce-Saavedra et
al., 2013), cuenta con 15 géneros y 151 especies; la familia Diplocentridae Karsch,
1880, cuenta con 3 géneros y 58 especies; la familia Typhlochactidae Mitchell,
1971, la Unica endémica del pais, cuenta con 4 géneros y 11 especies; la familia
Euscorpiidae Laurie, 1896, cuenta con 3 géneros y 8 especies; la familia
Caraboctonidae Krapelin, 1905, cuenta con 2 géneros y 9 especies; la familia
Chactidae Pocock, 1893, cuenta con 2 géneros y 3 especies; la familia
Superstitionidae Stahnke, 1940, de la cual solo se conoce un género con una sola
especie y por ultimo la familia de alacranes méas estudiada en México, dado el
problema de alacranismo que este representa; la familia Buthidae C. L. Koch, 1837,
gue engloba 2 géneros y 48 especies, de las cuales 44 corresponden al género
Centruroides Marx, 1860 y 4 especies al género Chaneke Francke, 2014
(Santibafiez-Lépez et al, 2016).

Tabla 1. Numero de géneros y especies de alacranes registradas en México hasta
el 2016. (Tomado de Ponce-Saavedra et al., 2016)

Familia No. de géneros No. de especies
Vaejovidae 20 151
Typhlochactidae 4 11
Euscorpiidae 3 8
Diplocentridae 3 58
Caraboctonidae 2 9
Chactidae 2 3
Buthidae 2 48
Superstitionidae 1 1

Total 38 289
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Se reconoce que la familia Buthidae, est4 equipada con un arsenal de venenos
distintos a otras familias (Miyashita et al., 2007), se pueden observar diferencias en
la abundancia de componentes en el veneno entre géneros, especies e inclusive
individuos dentro de una especie (Batista et al., 2007; Dyason et al., 2002; Pimenta
et al., 2003).

Teniendo en consideracion que, en México, se han reportado veinte especies de
alacranes toxicos a humanos del género Centruroides (Riafio-Umbarila et al., 2017)
(Tabla 2), de las cuales, las principales especies son: C. noxius Hoffmann, 1932, en
Nayarit, C. limpidus limpidus Karsch, 1839, en Colima, Jalisco, México, Guerrero,
Morelos, Michoacan y Querétaro, C. infamatus C. L. Koch, 1844, en Aguascalientes,
Colima, Guanajuato, Michoacan, Jalisco, Nayarit y Querétaro, C. elegans Thorell,
1877, en Jalisco y Nayarit, C. suffussus Pocock, 1902, en Durango, C. sculpturatus
Ewing, 1928, en Sonora y C. limpidus tecomanus Hoffmann, 1932, en Colima,
Guerrero, Jalisco y Michoacan (Tay-Zavala et al., 2004; De Armas et al., 2003;
Riafo-Umbarila et al., 2017).

Tabla 2. Especies de alacran toxicos a humanos en México. (Modificado de Riafio-
Umbarila et al., 2017)

Especie Estado donde reporta presencia
1 C. noxius Nayarit.
2 C. limpidus limpidus Colima, Guerrero, Jalisco, México,
Michoacéan, Morelos y Querétaro.
3 C. infamatus Aguascalientes, Colima, Guanajuato,
Jalisco, Michoacan, Nayarit vy
Querétaro.
C. elegans Jalisco y Nayarit.
C. suffussus Durango.
C. sculpturatus Sonora.
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7 C. limpidus tecomanus Colima, Guerrero, Jalisco vy
Michoacan.
C. ornatus Guanajuato, Jalisco y Michoacan.
C. hirsutipalpus Colima.
10 C. villegasi Guerrero.
11 C. cumpas Sonora.
12 C. sp. nov. Oaxaca (Huajuapan).
13 C. meisei Guerrero.
14 C. balsasensis Guerrero,  México, Michoacén,
Morelos y Puebla.
15 C. huichol Nayarit.
16 C. bonito Guerrero.
17 C. ruana Michoacén.
18 C. serrano Oaxaca
19 C. mascota Jalisco
20 C. chamela Jalisco

La convivencia de los alacranes con el ser humano es de suma importancia, estos
artropodos son miembros vitales de las redes troficas, por lo que es importante tener
en cuenta esta funcidén ecoldgica, cuando se les encuentra en jardines y parques,
en los que, si no se trata de alacranes de importancia médica, pudieran considerarse
como benéficos, al consumir diariamente insectos y pequefios aracnidos (Ponce-
Saavedra et al., 2016). Sin embargo, existe una parte negativa, como se mencioné
anteriormente, el género Centruroides, que representa un peligro mortal para los
humanos, se encuentra en convivencia con la poblacidon mexicana y es importante
el estudio de la naturaleza del veneno de las diferentes especies de alacranes para
comprender como estos actian en nuestro organismo, de manera que se
encuentren mejores soluciones ante su picadura, dentro de este género se
encuentra la especie en estudio; Centruroides nigrescens Pocock, 1898, el veneno
de esta especie de alacran no ha sido caracterizado hasta el momento, y, por ende,

se sabe poco sobre los componentes de su veneno, en la actualidad no se cuenta
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con datos en los que se haya reportado que tenga importancia médica, ni algun

péptido de su veneno que tenga alguna funcion especifica.

2. ANTECEDENTES

2.1 Datos taxonémicos

Dominio: Eukarya Margulis & Chapman, 2009
Reino: Animalia Linnaeus, 1758
Phylum: Arthropoda Latreille, 1829
Subphylum: Chelicerata Heymons, 1901

Clase: Arachnida Lamark, 1801

Orden: Scorpiones C. L. Koch, 1837

Familia: Buthidae C. L. Koch, 1837

Geénero: Centruroides Marx, 1860

Especie: Centruroides nigrescens Pocock, 1898

2.2 Nicho ecolégico

De acuerdo con (Soberon & Miller, 2009), el término “nicho” ha sido un concepto
complejo de definir, dado la marafia de conceptos que tratan de construir un tema
comun, sin embargo, se ha hecho una basta recopilacion de datos para que
(Peterson, 2006), pueda dar un concepto mas claro de nicho ecoldgico, este incluye
a todos los factores bidticos y abiéticos o fisico-quimicos (Hutchinson, 1980), con
los cuales, los organismos se relacionan y se desarrollan en el tiempo actual
(Peterson, 2006). Es decir, aquellos factores ecolégicos que permiten la existencia
de una especie, junto con los impactos que dicha especie tiene sobre dichos
factores (Soberdon & Miller, 2009). En otras palabras, el nicho ecolégico impregna
toda la ecologia importante para la biologia de una especie (Hutchinson, 1980;
Pianka 1982; Giller 1984).
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Para que los individuos de una poblacion puedan sobrevivir en un area
geograficamente determinada, deben enfrentarse a procesos de adaptacion,
especiacion, extincion, dispersion y a barreras biogeograficas (llloldi, 2008). De
manera que el nicho ecoldgico incluye a todas las interacciones que sostiene el

alacran Centruroides nigrescens con los factores ambientales que lo rodean.

Por lo anterior, el alacran Centruroides nigrescens, se enfrenta a factores abioticos,
como precipitaciones y temperatura, y a factores biéticos, como la vegetacion en la
cual subsiste y el tipo de fauna de la cual se puede alimentar (Peterson, 2006).

Este estudio se enfoc6 en dos nichos ecologicos diferentes, con base a (INEGI,
2020), Zihuatanejo cuenta con un clima célido subhumedo, las rocas son de tipo
sedimentaria, el relieve muestra que existen pastizales, dunas costeras y distintos
tipos de vegetacion acuatica, por otra parte, en Quechultenango, predominan los
climas seco y semiseco, las rocas son de tipo igneo extrusivo o volcanico, donde
predomina el relieve montafioso con selva baja caducifolia, ambas regiones se
encuentran en el estado de Guerrero, donde se han registrado que habitan
mamiferos, insectos y crustaceos (CONABIO, 2019), de los cuales se puede
alimentar el alacran Centruroides nigrescens, es por ello que se eligieron a ratones,

grillos y cochinillas como modelos experimentales.

2.3 Componentes del veneno de alacran

La identificacion de los componentes del veneno de alacran y su caracterizacion
funcional, son algunos de los aspectos mas estudiados de los alacranes mexicanos
(Santibafiez-Lépez et al., 2016), dichos componentes incluyen una mezcla de
diferentes moléculas, entre ellas; polisacaridos, mucoproteinas, aminas bioactivas
(histamina y serotonina), metales y sales (iones de cobre, zinc, calcio, magnesio,
hierro, plomo, manganeso, arsénico y niquel), aminoacidos libres, nucleétidos,
lipidos, calcinas, componentes de bajo peso molecular con actividad anticoagulante
(adenosina), péptidos de cadena larga (55 a 76 residuos de longitud con

generalmente cuatro puentes disulfuro, estos son conocidas como toxinas de
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canales de sodio), péptidos de cadena corta (23 a 64 residuos de longitud con tres
o cuatro puentes disulfuro, conocidas como toxinas de canales de potasio) que
bloquean o modifican la funcion de los canales idnicos activados por voltaje, también
se encuentran en el veneno de los alacranes enzimas como las hialuronidasas,
fosfolipasas, metaloproteasas y proteasas (Almeida et al., 2002; Schwartz et al.,
2008; Tiwari et al., 2009; Fletcher et al., 2010; Bordon et al., 2015; Ortiz et al., 2015;
Al-Asmari et al., 2016; Xiao et al., 2016; Thien et al., 2017; Tran et al., 2017) (Figura
3), que normalmente interfieren con la comunicacion celular entre las células de los
individuos a los que los alacranes inyectan su veneno. Sin embargo, su funcién es
bastante selectiva, existen péptidos que reconocen solo canales idnicos de
mamiferos, crustaceos o insectos (Possani, 1984; Valdivia et al., 1994; Rodriguez
de la Vega et al., 2004; Pucca et al., 2015).

2% B

m Toxinas_Canales de Sodio

= Toxinas_Canales de Potasio
Toxinas_Canales de Calcio

44.48% Peptidos sin puentes disulfuro

® Enzimas de veneno

= Calcinas

24.89% m Escorpinas

Figura 3. Porcentaje de las proporciones de componentes que se encuentran en
los venenos de alacranes mexicanos. (Tomado de Garcia-Guerrero, 2018)
(Modificado de Santibafiez-L6pez et al., 2016)

Ademas de los péptidos especificos que son activos en los canales ionicos de las
células excitables y no excitables, se han reportado varios péptidos con diferentes
funciones de interés para las industrias biotecnoldgicas y farmacéuticas, tales como:
péptidos antimicrobianos (Conde et al., 2000; Torres-Larios et al., 2000; Carballar
et al., 2008; Hernandez-Aponte et al., 2011; De Melo et al., 2015; Parente et al.,

2018), péptidos antipaludicos (Garcia et al., 2007), péptidos anticonvulsivos (Corona

20



et al., 2003; Chow et al., 2020), péptidos con efecto antiviral (Li et al., 2011; Zhao et
al., 2012), péptidos con efecto analgésico (Li et al., 2019; Rigo et al., 2019), péptidos
con efecto anticancerigeno (Bernardes-Oliveira et al., 2019; Gémez-Rave et al.,
2019), fosfolipasas heterodiméricas (Valdez-Cruz et al.,, 2007), actividad
metaloproteasa (Ortiz et al., 2014) y péptidos inmunomoduladores (Gurrola et al.,
2012; Varga et al., 2012).

2.4 Caracterizacion de venenos de alacran

Muchos componentes de venenos de alacranes peligrosos y no peligrosos para los
humanos ya han sido aislados y caracterizados (Valdez-Cruz et al., 2004; Torres-
Larios et al, 2000; Schuwartz et al, 2006; Ramirez-Carreto et al, 2012), empleando
técnicas cromatograficas, mediante RP-HPLC, se obtienen péptidos o proteinas
puros, ademas se emplea espectrometria de masas para identificar una mayor
cantidad de componentes en el veneno para su respectiva caracterizacion
bioquimica y determinacion de las diferencias entre venenos de diferentes especies
de alacranes (Possani et al., 1999; Valdez-Velazquez et al., 2013; Batista et al.,
2007; Rodriguez de la Vega et al., 2010).
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3. JUSTIFICACION

El alacran de la especie Centruroides nigrescens habita en las costas y montafias
de los estados de Guerrero y Michoacéan, y al parecer, no es toxico para humanos,
ni para el resto de los mamiferos. En esta investigacion queremos saber si influyen
de manera significativa los factores del nicho ecolégico en la composicion quimica

de su veneno.

Por ello, en este proyecto se caracterizaron y se compararon a los principales
componentes del veneno del alacran C. nigrescens por primera vez en mas de un
siglo de descubrimiento de la especie, también se corrobord que existe una relacion
entre los factores del nicho ecolégico y la composicion quimica de los venenos de

la especie en estudio.

4. PREGUNTA

¢Los factores del nicho ecologico influyen en la composicién quimica del veneno
del alacran Centruroides nigrescens de la region costera de Zihuatanejo y de la

region montafiosa de Quechultenango?

5. HIPOTESIS

Existen evidencias de que la composicion quimica de los venenos de alacran es
influida por el entorno en el que se desarrolla la especie (Ruiming et al., 2010), si el
alacran Centruroides nigrescens se encuentra en dos nichos ecolégicos diferentes,
entonces el veneno del alacran Centruroides nigrescens sera diferente dependiendo

del lugar en el que habita.
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6. OBJETIVO DEL PROYECTO

Caracterizar y comparar los principales componentes bioquimicos del veneno de

alacran de la especie Centruroides nigrescens de dos regiones en el estado de

Guerrero: La regidn costera de Zihuatanejo y la regibn montafiosa de

Quechultenango.

6.1 Objetivos particulares

1.

Evaluar y comparar la toxicidad del veneno total del alacran Centruroides
nigrescens de las regiones de Zihuatanejo y Quechultenango en mamiferos,

insectos y crustaceos.

Determinar los patrones de migracion y separacion de los componentes del
veneno del alacran Centruroides nigrescens mediante técnicas

electroforéticas empleando geles de poliacrilamida.

Purificar los principales componentes del veneno del alacran Centruroides
nigrescens mediante cromatografia de intercambio cationico o RP-HPLC.

Determinar y comparar la region N-terminal de las secuencias de

aminoacidos de las principales fracciones obtenidas.
Demostrar que la composicién quimica de los venenos de alacran es

diferente en la region costera de Zihuatanejo y la region montafiosa de

Quechultenango.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Disefio experimental

El siguiente esquema fue diseflado para cumplir con los objetivos establecidos

anteriormente (Figura 4).

Obtencion del veneno del alacran

Centruroides nigrescens

Separacion de los principales Poner a prueba la toxicidad del veneno
componentes del veneno total a ratones, grillos y cochinillas
Cromatografia liquida de Electroforesis

alta resolucion (RP-HPLC)
Evaluar y comparar el nivel de

toxicidad del veneno a las
diferentes especies de animales

Determinacion de pesos
moleculares (Da) mediante
espectrometria de masas

Geles de
Poliacrilamida

Determinar los patrones de

Obtencién de las secuencias de aminoacidos migracion y separacion de los
de la region N-terminal de los principales componentes del veneno del
componentes del veneno mediante alacran Centruroides nigrescens

degradacion de Edman

Figura 4. Diseflo experimental para la caracterizacion y comparacion de los

principales componentes del veneno del alacran Centruroides nigrescens
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7.2 Obtencién del veneno

Los individuos de la especie Centruroides nigrescens fueron colectados en
Zihuatanejo, localidad ubicada en el Suroeste del estado de Guerrero, en las
coordenadas geograficas 17° 33’y 18°05’ de latitud Norte y entre los 101° 15’y 101°
44’ de longitud Oeste respecto al meridiano de Greenwich y en Quechultenango;
municipio que pertenece a la region Centro del mismo estado; se localiza al Sureste
de Chilpancingo, entre las coordenadas 17° 08’ 10” y 17° 29’ 49” de latitud norte, y
los 99° 00’ 39” y 99° 19’ 26” de longitud Oeste.

Los alacranes fueron llevados al Alacranario del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM y se obtuvo el veneno por medio de estimulacion eléctrica del telson (Figura
5).

Figura 5. Imagen representativa de la estimulacion

eléctrica del telson. Se puede observar el electrodo de
contacto y el estimulador (en rojo), las pinzas sostienen la
cola del alacran para la obtencién adecuada del veneno.
(Tomado de Possani, 2007)
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7.2.1 Recuperacion del veneno del alacran Centruroides nigrescens de ambas

regiones

Utilizando el método descrito y modificado de Garcia-Guerrero et al., 2018, el
veneno del alacrdn Centruroides nigrescens de la region de Zihuatanejo fue
depositado en 6 tubos eppendorf, luego, cada tubo fue resuspendido con 50 uL de
agua tetradestilada, el volumen de cada tubo fue depositado en un solo tubo
eppendorf, resultando un volumen total de 300 pL, con la finalidad de obtener la
mayor cantidad de fraccion soluble del veneno, los 6 tubos fueron lavados con 100
ML de agua tetradestilada, después del paso del agua por los tubos, el volumen se
vertio junto a los 300 uL anteriormente obtenidos, este lavado se repitid 3 veces
mas con 50 uL de agua tetradestilada por lavado, resultando en un volumen total
de 550 pL, el cual se centrifugé en una condicion de 4 grados centigrados a 12,500
RPM por un tiempo de 15 min, el veneno se llevo a dilucion de 1:10 y se midio la
absorbancia A280 nm en un equipo NanoDrop, el cual permite cuantificar la
concentracion proteinica en un determinado volumen, asumiendo que una unidad
de absorbancia equivale a 1 mg/mL de proteina, se recuper6 un promedio de 4.21

mg/mL de proteina en el veneno.

Utilizando el mismo procedimiento de recuperacion antes descrito, el veneno del
alacran Centruroides nigrescens de la region de Quechultenango depositado en 6
tubos eppendorf, fue resuspendido en 50 pL de agua tetradestilada, el contenido de
todos los tubos fue depositado en un solo tubo eppendorf. Para lavar los tubos y
recuperar la mayor cantidad de fraccion soluble del veneno, se agregaron 100 uL
de agua tetradestilada, después del paso del agua por los tubos, el volumen se
vertio junto a los 300 uL anteriormente obtenidos, el lavado se repitié 6 veces mas
con 50 uL de agua tetradestilada, resultando en un volumen total de 700 L, el cual
se sometid a centrifugacion en una condicion de 4 grados centigrados a 12,500
RPM por un tiempo de 15 min, el veneno se llevé a dilucion de 1:10 y se midio la
absorbancia A280 nm, resultando en un promedio de 28.62 mg/mL de proteina en

el veneno.
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7.3 BIOENSAYOS

7.3.1 Toxicidad en mamiferos con veneno total

Para la prueba de toxicidad del veneno total en mamiferos y de acuerdo con el
método descrito por Garcia-Guerrero et al.,, 2018 se utiliz6 como modelo
experimental 3 ratones albinos (Mus musculus) cepa CD1 con un peso promedio de
21 g, la inyeccion del veneno del alacran Centruroides nigrescens de la region de
Zihuatanejo se realiz6 por via intraperitoneal, un primer raton fue inyectado con 20
Mg de veneno diluido en 50 yL de agua tetradestilada, el segundo ratén fue
inyectado con 40 pg de veneno diluido en 100 yL de agua tetradestilada, los ratones
inyectados se dejaron con agua y alimento. Se observaron los efectos durante 24 h

post inyeccion.

Para la parte comparativa de toxicidad del veneno de Centruroides nigrescens de la
region de Zihuatanejo, se utilizé el veneno de la misma especie, pero de diferente
region: Quechultenango, el veneno fue inyectado al raton por via intraperitoneal con
40 pg de veneno diluido en 100 yL de agua tetradestilada, el raton se dejé con su

respectivo alimento y agua. Se observaron los efectos durante 24 h post inyeccion.

7.3.2 Toxicidad en insectos con veneno total

Se puso a prueba la toxicidad del veneno total en 12 grillos (Acheta domestica) de
acuerdo con el método descrito por Garcia-Guerrero et al., 2018. Se inyectaron 2
grupos de grillos, cada uno con 3 individuos con el veneno de alacran Centruroides
nigrescens de la region de Zihuatanejo en el tercer segmento de la parte dorsal del
grillo con la cantidad de 20 ug a cada uno de los 6 individuos. Se inyectaron 3 grillos
con 15 pL de agua destilada que sirvieron como controles. Los grillos inyectados se

les dej6 con agua y se observo sus efectos durante 24 h post inyeccion.

Se inyectaron 2 grupos de grillos cada uno con 3 individuos con el veneno del

alacran Centruroides nigrescens de la regiéon de Quechultenango con la cantidad de
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20 pg a cada uno de los 6 grillos, los individuos inyectados se dejaron con agua y

se observaron sus efectos durante 24 h post inyeccion.

7.3.3 Toxicidad en crustaceos con veneno total

Para la prueba de toxicidad a crustaceos del veneno total de acuerdo con el método
descrito y modificado de Garcia-Guerrero et al., 2018, se utilizé como modelo
experimental 6 cochinillas (Dactylopius coccus), se inyecté el veneno del alacran
Centruroides nigrescens de la region de Zihuatanejo en la parte baja abdominal a 3
cochinillas con la cantidad de 5 pg a cada uno de los 3 individuos. Se inyectaron 3
cochinillas con 3 pL de agua destilada, los cuales sirvieron como controles. Los
individuos inyectados se dejaron con agua y se observaron sus efectos durante las

24 h post inyeccion.

Se inyectdé el veneno del alacran Centruroides nigrescens de la region de
Quechultenango con la cantidad de 5 ug a cada una de las 3 cochinillas, los
individuos inyectados se dejaron con agua y se observaron sus efectos durante 24

h post inyeccion.

7.4 ELECTROFORESIS

7.4.1 Geles de poliacrilamida

En la determinacion de los patrones de migracion y separacion de los componentes
del veneno del alacran Centruroides nigrescens de ambas regiones, se realizaron
separaciones electroforéticas mediante geles de poliacrilamida elaborados en el
laboratorio de acuerdo con el protocolo descrito y modificado de Garcia-Guerrero et
al., 2018, los geles consisten en: una solucion stock elaborada con 14.5 g de
acrilamida y 0.5 g de bis-acrilamida, 30% T, 3.33% C, en 50 mL de agua destilada;
un buffer del gel separador elaborado con 1.65 g de Acetato de Potasio disuelto en

50 mL de agua destilada; un buffer del gel concentrador que consiste en 1.76 g de
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Acetato de potasio diluido en 40 mL de agua destilada; una solucion de glicerol 50%
viv de 10 mL (5 mL agua destilada y 5 mL de glicerol); una solucién de riboflavina
0.1% P/v (10 mg de riboflavina en 10 mL de agua destilada, el tubo contenedor se
cubrié con papel aluminio); una solucion de persulfato de amonio 10% P/v (100 mg
de persulfato de amonio disuelto en 1 mL de agua destilada); Tricloroetanol (30 yL)
y TEMED (la cantidad depende de la cantidad a preparar), empleado de la siguiente

manera:
En un tubo Falcon se afiadio las soluciones medidas en el siguiente orden;

Para preparar el gel separador (6 mL): Agua tetradestilada (2.05 mL), Acrilamida
30% 12% T (2.4 mL), Buffer del gel separador (1.5 mL), APS 10% (6 pL), Riboflavina
0.1% (30 pL), Tricloroetanol (30 yL) y TEMED (6 uL).

Para preparar el gel concentrador (1 mL): Agua tetradestilada (390 uL), Acrilamida
30% 4.5% T (150 uL), Buffer del gel concentrador (250 uL), Glicerol 50% (200 pL),
APS 10% (1 pL), Riboflavina 0.1% (8 uL) y TEMED (1 pL).

Una primera mezcla de 1 mL del gel concentrador se vierte en un molde de dos
placas de vidrio de 8x10 cm (la mezcla sirve como sellador de la parte inferior de
los vidrios), se le agrega 50 pL de agua destilada para emparejar la superficie, hecho
esto, se deja a una exposicion de luz blanca o neutra (puede usarse una lampara
de 13W 110-127V) durante aproximadamente 10 minutos en lo que polimeriza el
gel, después se retira el agua y se vierte los seis mL del gel separador y se deja a
exposicidn de luz blanca o neutra durante aproximadamente 10 minutos, se agregan
50 yL de agua destilada para emparejar la superficie, una vez polimerizado el gel,
se retira el agua y se vierte una segunda solucion de 1 mL de buffer del gel
concentrador, asegurandose de que la solucion llegue casi al tope del vidrio,

garantizando una correcta elaboracion de los pozos donde sera vertida la muestra.

Antes de correr en el gel las muestras de veneno del alacran C. nigrescens de
ambas regiones, se preparo un buffer de corrida (2.7 g de Beta Alaninay 2 mL de

acido acético glacial disuelto en 500 mL de agua tetradestilada) el cual nos dara la
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polaridad del campo, y un buffer de muestra 2X (0.5 mL de glicerol 50% v/v en 0.5

mL de buffer del gel concentrador y se afiadié verde de metilo).

Se midio la absorbancia de la muestra correspondiente al veneno del alacran C.
nigrescens de la region costera de Zihuatanejo, sabiendo que por absorbancia A280
nm tenemos 1.59 ug/uL, la muestra se resuspendié en 60 uL de agua tetradestilada
y se verti6 en tres tubos eppendorf, un tubo conteniendo 10 pg de proteina
equivalente a 6.28 uL, un segundo tubo con 20 ug de proteina equivalente a 12.57

ML y un tercer tubo con 30 ug de proteina equivalente a 18.86 L.

Para la parte comparativa, se midi6 la absorbancia de la muestra correspondiente
al veneno del alacran C. nigrescens de la region de Quechultenango, sabiendo que
por absorbancia A280 nm tenemos 1.83 pg/uL, la muestra se resuspendié en 60 L
de agua tetradestilada y se vertié en tres tubos eppendorf, un tubo conteniendo 10
Mg de proteina equivalente a 5.46 uL, un segundo tubo con 20 ug de proteina
equivalente a 10.92 uL y un tercer tubo con 30 ug de proteina equivalente a 16.39
ML.

A los seis tubos con las muestras se le agregaron 7 pyL de agua tetradestilada y 7
ML de buffer de muestra 2X, se vertieron en los pozos del gel en el orden de 10, 20
y 30 ug (carriles 2, 3 y 4 respectivamente) de proteina del veneno del alacran C.
nigrescens de la region de Zihuatanejo y 30, 20 y 10 ug (carriles 5, 6 y 7
respectivamente) de proteina del veneno del alacran de la misma especie pero de
la region de Quechultenango, vertiendo un volumen total de 20.28, 26.57 y 32.86
ML de veneno del alacran de Zihuatanejo a cada pozo y un volumen total de 19.46,
24.92 y 30.39 uL de veneno del alacran de Quechultenango respectivamente, se
vertid 10 ug (carriles 1 y 8) de veneno del alacran Centruroides limpidus limpidus

como control, este nos mostrara si se realizé una correcta electroforesis.

Se corrieron las muestras en 50 V constantes hasta que la muestra entré al gel
separador y posteriormente a 100 V hasta que el colorante (verde de metilo) llego
al fondo del gel (aproximadamente 2.30 h). Terminada la separacion, se tifio el gel
con una solucién de tincion (azul brillante Coomassie G-250 al 0.1% en solucién de

acido acético-metanol 10%/40% v/v) durante 30 minutos y se lavd dos veces, la
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primera con solucion de destefiir | (solucion de &cido acético-metanol 10%/40% v/v)
por 30 minutos y la segunda con solucion de destefiir Il (solucion de acido acético-

metanol 7%/10% v/v) durante 16 h aproximadamente con agitacion suave.

7.5 PURIFICACION DE LOS COMPONENTES DEL VENENO

7.5.1 RP-HPLC

Se realiz6 la separacion de los componentes del veneno del alacran Centruroides
nigrescens tanto de la region de Zihuatanejo como de la region de Quechultenango
mediante RP-HPLC utilizando el protocolo descrito por Valdez-Velazquez et al.,
2018, se inyectd 1 mg de proteina de ambos venenos utilizando una columna de
fase reversa (C18 analitica 4.6 x 250 mm, Vydac, Hysperia, EUA). Se utilizé una
mezcla de agua con 0.12% de TFA (solucién A) y una mezcla de ACN con 0.1% de
TFA (solucién B), las corridas se hicieron en un gradiente lineal de 0% a 60% de B
en 60 minutos y el flujo fue de 1 mL/min, las muestras fueron colectadas
manualmente, fueron secadas en un equipo Savant SpeedVac y se mantuvieron a
-20°C.

7.6 Determinacién de pesos moleculares

De acuerdo con el protocolo descrito por Valdez-Velazquez et al.,, 2018, las
principales fracciones obtenidas mediante RP-HPLC, fueron disueltas en una
solucion de 60% de ACN y 40% de agua con 0.1% de acido acético. El volumen de
cada muestra fue ajustado de acuerdo con la absorbancia A280 nm por cada pico
obtenido de la cromatografia, para posteriormente inyectar al equipo una cantidad
méaxima de 1 yg de proteina. Los pesos moleculares fueron determinados mediante

el espectrometro de masas LCQFleet (Thermo Scientific, CA, EUA).

7.7 Reduccién y alquilacién de péptidos

La fraccion 47 (T, R 36.26) del veneno del alacran Centruroides nigrescens de

Zihuatanejo y la fraccion 50 (T, R 39.47) del veneno del alacran de Quechultenango,
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(siendo estos los dos componentes principales de su veneno), se redujeron y
alquilaron de acuerdo al protocolo descrito por Olamendi-Portugal et al., 2017, para
la reduccion, los péptidos purificados se disolvieron en buffer de TRIS-HCI 200 mM
pH 8.6 con un 1mg/mL de EDTA y cloruro de guanidino 6 M, se agregaron 200 ug
de DTT por cada 50 ug de proteina y se incub6 en una condicion de 55 grados
centigrados, por 45 min en un ambiente de N2, transcurrido el tiempo, se le
agregaron a la mezcla 200 ug de iodoacetamina por cada 50 ug de proteina, se
coloco en un ambiente de N2, se protegi6 de la luz, y se dejé transcurrir la reaccién
durante 30 min a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de reaccion, se
inyecté inmediatamente la mezcla al equipo de HPLC para eliminar los reactivos,
para esto, se utiliz6 una columna C18 analitica, se colectaron los dos péptidos
alquilados (en dos corridas independientes) de forma manual, se determinaron sus
pesos moleculares (Da) mediante espectrometria de masas, y se estimaron el
namero de cisteinas por la diferencia del peso molecular de los péptidos nativos y
la ganancia en peso por el agente alquilante, las muestras se secaron en un equipo

Savant SpeedVac.

Un ultimo paso que se puede llevar a cabo es la digestion de los péptidos, la region
N-terminal se obtiene directamente del péptido, el resto de la secuencia se obtiene
al digerir el péptido con enzimas proteoliticas para asi obtener la secuencia de los
fragmentos y ensamblar la secuencia peptidica completa, sin embargo, en este

estudio no se llevo a cabo la digestion.

7.8 Secuenciacion y andlisis de secuencias

Los principales péptidos purificados del veneno del alacran Centruroides nigrescens
de ambas regiones tanto por RP-HPLC vy electroforesis, fueron secuenciados para
obtener la region N-terminal, lo anterior se realizo mediante degradacion de Edman
Edman y Begg, 1967, empleando un secuenciador automatico PPSQ-31A
(Shimadzu Instruments, Inc. Columbia, MD, EUA). Las principales secuencias

obtenidas fueron comparadas entre ambos venenos.
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8. RESULTADOS
8.1 BIOENSAYQOS
8.1.1 Toxicidad del veneno total en ratén

Con la inyeccion de ambas cantidades de veneno (40 ug) del alacran C. nigrescens
de Zihuatanejo, los ratones solo presentaron dificultad para caminar y pelaje erizado
en la parte de la nariz, los mismos signos presento el ratén inyectado con 40 ug del
veneno del alacran de la regién de Quechultenango (Tabla 3) (Solo se inyectaron 3
ratones, sabiendo que el veneno del alacrdn C. nigrescens de Zihuatanejo no era
fatal con una cantidad de 20 ug, no se inyecté un ratén con esa cantidad con el

veneno del alacran de Quechultenango).

Tabla 3. Evaluacion de toxicidad a ratén del veneno total del alacran Centruroides

nigrescens de ambas regiones

Especie/Region Via de Cantidad Resultado Efecto
administracion inyectada (ug) muertos/vivos
Centruroides 20 ug 0/1 No
nigrescens Intraperitoneal fatal

Zihuatanejo

Intraperitoneal 40 ug 0/1 No
fatal

Centruroides
nigrescens Intraperitoneal 40 pug 0/1 No
Quechultenango fatal
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8.1.2 Toxicidad del veneno total en grillos

Se evalu6 la toxicidad del veneno total del alacran C. nigrescens de ambas regiones,
inyectando 20 ug de veneno a 12 grillos. El primer grupo de tres individuos
inyectados con el veneno del alacran de Zihuatanejo entre el lapso de 10 a 30
segundos, los tres grillos presentaron los mismos efectos de intoxicacion; dificultad
para caminar, pérdida del equilibrio y consecuentemente llegaron a paralizarse,
después de 24 h de observacion dos grillos murieron y uno se encontraba
parcialmente paralizado. El segundo grupo de tres individuos inyectados con el
mismo veneno presentaron signos de intoxicacién iguales a los descritos en el
primer grupo de grillos, después de las 24 h de observacion dos grillos murieron y

uno se encontraba parcialmente paralizado.

En el caso del veneno del alacran de la regién de Quechultenango, el primer grupo
de tres individuos inyectados presentaron entre el lapso de 5 a 15 segundos efectos
de intoxicaciéon como pérdida del equilibrio y dificultad para caminar, sin embargo,
estos no quedaban paralizados como sucedié con los grillos inyectados con el
veneno del alacran de Zihuatanejo, después de 24 h de observacién un grillo murié
y dos estaban en aparente buen estado, podian moverse y caminar. El segundo
grupo de tres individuos inyectados con el mismo veneno presentaron signos de
intoxicacion iguales a los descritos en el primer grupo, al cabo de 24 h de
observacion un grillo murié y dos estaban en buen estado. Los tres controles
inyectados con 15 pL de agua destilada se encontraban en perfecto estado después

de 24 h post inyeccién (Tabla 4).

Tabla 4. Evaluacion de toxicidad en grillos del veneno total del alacran Centruroides

nigrescens de ambas regiones

Especie/Regién Via de Cantidad Resultado
administracion inyectada (pg) muertos/vivos
Centruroides Tercer segmento 20 ug 2/1
nigrescens dorsal (primer
Zihuatanejo grupo)
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Tercer segmento 20 ug 2/1

dorsal (segundo

grupo)

Tercer segmento 20 ug 1/2
Centruroides dorsal (primer
nigrescens grupo)
Quechultenango
Tercer segmento 20 ug 1/2

dorsal (segundo

grupo)

CONTROLES Tercer segmento 0 ug 0/3

dorsal

8.1.3 Toxicidad del veneno total en cochinillas

Se evaluo la toxicidad del veneno total del alacran C. nigrescens de ambas regiones
a 6 cochinillas, inyectando 5 ug del veneno. El grupo de tres cochinillas inyectadas
con el veneno del alacran C. nigrescens de Zihuatanejo, presentaron entre el lapso
de 40 a 120 segundos signos de intoxicacion como: dificultad para caminar y
enroscamiento total, después de las 24 h de observacion, se confirmé la muerte de
las tres cochinillas.

Por otra parte, después de la inyeccion del veneno del alacran de Quechultenango,
el grupo de tres cochinillas entre el lapso de 25 a 40 segundos presentaron signos
de intoxicacion como: dificultad para caminar e inmovilidad, después de 24 h de
observacion todas las cochinillas murieron. Los controles inyectados con 3 uL de

agua destilada se encontraban en perfecto estado (Tabla 5).
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Tabla 5. Evaluaciéon de toxicidad en cochinillas del veneno total del alacran

Centruroides nigrescens de ambas regiones

Especie/Region Via de Cantidad Resultado
administracién inyectada (pg) muertos/vivos
Centruroides Parte baja 5 ug 3/0
nigrescens abdominal
Zihuatanejo
Centruroides Parte baja 5ug 3/0
nigrescens abdominal

Quechultenango
Parte baja 0 ug 0/3
CONTROLES abdominal

8.2 PERFIL ELECTROFORETICO

8.2.1 Determinacién de los patrones de migraciéon del veneno del alacran C.

nigrescens en geles de poliacrilamida

Con el uso de geles de poliacrilamida, en la electroforesis se pudieron identificar los
patrones de separacién, migracion y la similitud de componentes en el veneno del
alacran Centruroides nigrescens de las diferentes regiones. Se muestra una
diferencia en los niveles de separacién de los componentes que se encuentran en
la parte central del gel, el veneno de alacran de Zihuatanejo tiene tres componentes
separados muy marcados que pueden verse en los carriles 2, 3 y 4 (flechas
amarillas), dicha separacién no puede apreciarse en el veneno del alacran de
Quechultenango (flecha rosa), ademas, existe una ausencia o baja concentracion
proteinica en la banda del veneno del alacran de Zihuatanejo que se encuentra en
la parte superior del gel (flecha roja), siendo la banda del veneno del alacran de
Quechultenango diferenciandose por tener una banda con mayor concentracion

proteinica (flecha azul) y también muestra un nimero significativo de bandas en la
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parte inferior del gel, los cuales pueden tratarse de proteinas de bajo peso molecular

en las que en el veneno del alacran de Zihuatanejo se encuentran ausentes o con

una concentracion proteinica menor (Figura 6).
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Figura 6. Electroforesis empleando gel de poliacrilamida vertiendo
10, 20 y 30 ug de veneno del alacran C. nigrescens de la region de
Zihuatanejo (carriles 2,3y 4) y 30, 20y 10 yg de veneno del alacran
de la region de Quechultenango (carriles 5, 6y 7), los carriles 1y 8
corresponden a 10 pg del veneno del alacran Centruroides limpidus
limpidus, las tres flechas amarillas indican la separacion de tres
componentes en el veneno del alacran de Zihuatanejo, la flecha
indica un componente del veneno del alacran de Quechultenango
gue aparentemente no se encuentra en el veneno del alacran de
Zihuatanejo y también en el veneno del alacran de Quechultenango
se aprecia una banda en la parte superior del gel (flecha azul),
ausente o en menor concentracion en el veneno del alacran de

Zihuatanejo (flecha roja)
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8.3 PURIFICACION DE LOS PRINCIPALES COMPONENTES

8.3.1 Purificacion de toxinas por RP-HPLC

En dos corridas independientes se aplicaron 1 mg del veneno soluble del alacran
Centruroides nigrescens al equipo HPLC, en la primera corrida correspondiente al
veneno del alacran de la region de Zihuatanejo, se colectaron 72 fracciones, cada
una correspondiente a un pico observado en el cromatograma, se realizd una
segunda corrida de 1 mg del veneno soluble del alacran C. nigrescens de la region
de Quechultenango que arrojo 65 fracciones, cada uno correspondiente a un pico

observado en el cromatograma (Figura 7).

Figura 7. Cromatogramas obtenidos de 1 mg de veneno del alacran C. nigrescens
de la regiéon de Zihuatanejo (A) y de 1 mg de veneno de la especie de
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Quechultenango (B). La fase mévil fue una mezcla de solucién A (agua con 0.12%
de TFA) y solucion B (ACN con 0.1% de TFA) en una columna C18 analitica

8.3.2 Determinacién de pesos moleculares del veneno del alacran C.

nigrescens

Se determinaron los pesos moleculares de las fracciones obtenidas de las corridas
de 1 mg de veneno del alacran Centruroides nigrescens de ambas regiones por RP-
HPLC, mediante espectrometria de masas (Tabla 7 y 8). Se demuestra que existe
una gran variabilidad en los pesos moleculares de los componentes en el veneno
del alacran Centruroides nigrescens de la region costera de Zihuatanejo,
determinando que en su veneno estan presentes 12 componentes en el rango de
peso molecular, expresado en Daltones (Da) de entre 0 a 1000 Da, 3 componentes
entre 2001 y 3000 Da, 12 componentes entre los 3001 y 4000 Da, 10 componentes
entre los pesos de 4001 y 5000 Da, 4 componentes entre 5001 y 6000 Da, 9
componentes entre los 6001 y 7000 Da y 18 componentes que van desde los 7001
a las 8000 Da (Figura 8). Mientras que en el veneno del alacran Centruroides
nigrescens de la regiéon montafiosa de Quechultenango, se determinaron solo 1
componente con peso molecular menor a los 1000 Da, 5 componentes entre los
2001 y 3000 Da, 14 componentes entre los 3001 y 4000 Da, 18 componentes entre
los 4001 y 5000 Da, 15 componentes entre 6001 y 7000 Da y 13 componentes entre
los pesos moleculares de 7001 y 8000 Da (Figura 9). En ambos venenos hay una
ausencia de componentes entre los pesos moleculares de 1001 a 2000 Da, sin
embargo, en el veneno del alacran de Quechultenango hay también una ausencia

de componentes entre los pesos moleculares de entre los 5001 a 6000 Da.
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Numero de componentes del veneno del alacran C.
nigrescens de Zihuatanejo

12 componentes

18 componentes

3 componentes

9 componentes 12 componentes

\_//

4 componentes
10 componentes

m0-1000 = 2001-3000 3001-4000 4001-5000 5001-6000 m6001-7000 m7001-8000

Figura 8. Variabilidad de pesos moleculares de los componentes que conforman el

veneno del alacran Centruroides nigrescens de la region costera de Zihuatanejo

Numero de componentes del veneno del alacran C.
nigrescens de Quechultenango

1 componente

5 componentes

13 componentes

14 componentes

15 componentes

Y
/ 18 componentes

H0-1000 m2001-3000 3001-4000 4001-5000 5001-6000 m6001-7000 m7001-8000

Figura 9. Variabilidad de pesos moleculares de los componentes que conforman el
veneno del alacran Centruroides nigrescens de la region montafiosa de
Quechultenango
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Tabla 6. Pesos moleculares de las 72
fracciones obtenidas de 1 mg del
veneno del alacran C. nigrescens de
Zihuatanejo mediante RP-HPLC

Pico T.R M
1 1.74 372.96
2 1.75 372.92
3 3.15 ND
4 371 MDD
5 4.14 MND
6 5.5 336.67-654.00
7 a5 MND
8 11 268.00-372.92-654.08
9 iz MDD
10 12.31 MND
11 1z.4 363.08
iz 125 363.08-654.00
13 13.95 213.008-425.17
14 15 213.0-425.17-654.0-247-276
15 15.6 345.08-554.
16 15.7 ND
7 16.9 244.08
is8 12.4 3617.23
i3 18.88 3617.1-3675.47
20 1936
21 19.5 3725.26-3B37.47
v 20.18 2610.7
23 21 2652-2610-2512
24 21.5
25 2256 3730.4
26 23.21 B91
27 23.45 4254.94
2B 2365 3305.6-4256.34
29 24.28 4365.6-2101.3-4255.45
30 25.46
31 25.72 MND
32 26.34 3581.16
33 26.92 4007.7-3982.5
34 27.3 3586.88
35 27.7 4258.48-4405.19-35986.52
356 28.73 MDD
37 29.38-29.73 3177.64-4297.55-4657.69
38 3nae T7486.6-4123.44-3177.6
39 31.08 T7270
40 3185 5632.8-7270.6
41 32.2% 6920.85-5583.5
42 32.62 5986.6-6921.7-5658.7
43 332 6986.29-7042.2-5598
44 336 ND
45 35.81 7134.68-77.47.3
44 35.81 7134.28-7552.57
47 36.26-36.58 7134.7-0991.72
48 36.58 6992.65-7024.5-7133.35
49 37.84 6992.78-7025.79-7902.7
50 37.84 ND
51 384 7175.67-0889.97
52 39.24 7542.07-7174.8-6BE9.8
53 40.26 7073.62
54 40.88 7517.99-7073.62
55 42 ND
56 42.38 ND
57 42.93 ND
58 43.85 ND
59 44 ND
a0 44-46 ND
61 46.96 ND
62 46.96 ND
63 47.5-49.8 ND
G4 49.8-51.2 ND
a5 51.2-52.4 ND
66 52.4-53.7 ND
a7 54.29 ND
68 55-56 ND
] 56-57.5 ND
70 57.64 ND
71 58-60 ND
72 60-61.5 ND
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Tabla 7. Pesos moleculares de las 65
fracciones obtenidas de 1 mg del
veneno del alacran C. nigrescens de
Quechultenango mediante RP-HPLC

Pico TR PM
1 SE ND
2 SE ND
3 4.38 ND
4 4.849 MDD
5 SE ND
[ SE ND
7 SE 724.16
8 12.48 ND
a SE ND
10 SE ND
11 SE ND
12 SE ND
13 SE ND
14 SE ND
15 SE ND
16 SE ND
i7 19.84 2636.53-2749.7
18 20.27 2636.49
19 21.3 3164.89-3136
20 SE ND
21 23.36 4255.08-4365.3
22 23.65 4253.08-3304.7
23 SE ND
24 24.68 3872.23-4626.36
25 25.22 4033 . 86-4874.14
26 25.62 4034.14-4872.7
27 26.05 3981.03
28 26.78 4006.7-2942.45
29 27.12 3986.72-4006.7-7501.7
30 27.45 4297.56-3985.94
31 28.14 4261.19
32 28.5 ND
33 2B.77 3950.8-4793.86-4173
34 29.17-29.45 4151.15-3980.7
35 29.89 ND
36 30.49 3921.8
37 SE 3985.4-4006.7
38 31.41 6945.34-7047
39 31.74 69456.06-6583.69
40 SE 5712.84-7048.77
41 SE
42 34.11 5220.1%
43 34.82 5846.27
44 35.82 6976.80-7468,16-6845.8
45 36.8 6977.2
46 36.8 §576.3-7020.67
47 37.55 7481.56-6060.6
48 37.98 7496.52-6061.64
49 38.43 6961.8-7069-7137.7
50 39.47 6960.98
51 SE 6961.54-7515.69
52 SE 7516.19
53 41.24 ND
54 SE ND
55 43.07 ND
56 43.58 £475.95-2892.7
57 SE ND
58 45.72 ND
59 46.72 ND
&0 SE ND
61 SE ND
52 53.31 ND
53 54.16 ND
64 56.62 ND
65 56.62 ND



8.3.3 Reduccién y alquilaciéon de los principales péptidos

Se redujo y alquilo el principal componente del veneno del alacran Centruroides
nigrescens de Zihuatanejo, siendo esta la fraccién 47 conun T, R de 36.26 y un PM
de 7134.7 Da (Ver tabla 6). Los componentes reducidos y alquilados se separaron
por cromatografia de fase reversa, se obtuvieron tres fracciones como se muestra
en el cromatograma (Figura 10), a las cuales se les determinaron sus pesos
moleculares para conocer el numero de cisteinas en el principal componente del
veneno. El peso molecular del principal componente ahora es de 7597.6 Da,
conociendo que cada cisteina aporta un valor de 57 Da al peso original, entonces
este péptido debe de tener 8 cisteinas. Debido a que la muestra no estaba purificada

en su totalidad, se repurifico para su secuenciacion (Ver material suplementario).

Figura 10. Cromatograma de la purificacién del péptido 47 reducido y alquilado del
veneno del alacran C. nigrescens de Zihuatanejo, utilizando un columna C18

analitica, con un gradiente de 0-60 % B/ 60 min

El péptido 50 con un T,R de 39.47 y un PM de 6960.9 (Ver tabla 8), siendo este el
componente principal del veneno del alacran Centruroides nigrescens de la region
de Quechultenango se redujé y alquil6. Los componentes reducidos y alquilados se
separaron mediante RP-HPLC (Figura 11), se determinaron los pesos moleculares

de las fracciones obtenidas y se calculd6 el nimero de cisteinas del principal
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componente de este veneno, el peso molecular de esta fracciobn es ahora de

7441.28 Da, entonces este péptido debe de tener 8 cisteinas.

A | :
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Figura 11. Cromatograma de la purificacion del péptido 50 reducido y alquilado del
veneno del alacran C. nigrescens de Quechultenango, utilizando un columna C18

analitica, con un gradiente de 0-60 % B/ 60 min

8.3.4 Determinacion de las secuencias de aminoacidos de laregion N-terminal

de péptidos purificados por RP-HPLC

Se purificaron varios péptidos del alacran Centruroides nigrescens de ambas
regiones mediante RP-HPLC, se identificd el componente principal del veneno del
alacran C. nigrescens Zihuatanejo, siendo la fraccion 47 (T, R 36.26) con PM de
7134.7, el cual se secuencio utilizando el método de degradacién de Edman (Tabla
8).

Tabla 8. Secuencia de aminoacidos de la region N-terminal del principal

componente del veneno del alacran Centruroides nigrescens region de Zihuatanejo

Fraccion TR PM (Da) Secuencia de laregion N-terminal
47 36.26 7134.7 KDGYLVKKSDGCKYSCTPLFGDSHCNTECKAKNQGGTY XXCYAFXXC

Se determind la secuencia de aminoacidos de la region N-terminal mediante

degradacion de Edman, el componente principal del veneno del alacran
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Centruroides nigrescens de Quechultenango, siendo la fraccion 50 (T, R 39.47) con

PM de 6960.9, el cual se secuencié mediante degradacion de Edman (Tabla 9).

Tabla 9. Secuencia de aminoécidos la regién N-terminal del principal componente
del veneno del alacran Centruroides nigrescens region Quechultenango

Fraccion TR PM (Da) Secuencia de laregion N-terminal
50 39.47 6960.9 KDGYLVKKSDGCKYSCVMLVGDSNCDSECXA

8.3.4 Comparacién de las regiones N-terminal de las principales secuencias

de aminoacidos de los péptidos purificados entre ambos venenos

La secuenciacion de la fraccion 47 reducida y alquilada (T, R 36.26) de C.
nigrescens Zihuatanejo, nos muestra 45 aminoacidos en la regién N-terminal
(siendo 4 de ellos no identificados), para la parte comparativa, la secuenciacion de
la fraccion 50 reducida y alquilada (T, R 39.47) de C. nigrescens Quechultenango,
nos muestra 31 aminoacidos (siendo uno no identificado), las fracciones principales
de ambos venenos cuentan con la region N-terminal semejante, sin embargo, se
pueden diferenciar en la secuencia ciertos aminoacidos que cambian, en el
aminoé&cido en la posicion 17, la fraccion 47 correspondiente al veneno de C.
nigrescens Zihuatanejo tiene una Treonina, mientras que la fraccién 50 del veneno
de C. nigrescens Quechultenango, tiene en la misma posicién, una valina, en la
posicion 18 se encuentra una Prolina mientras que en la otra secuencia se
encuentra una Metionina, en la posicion 20 se encuentra una Fenilalanina, mientras
gue en la otra secuencia se encuentra una Valina, en la posicion 24 se encuentra
una Histidina, mientras que en la otra secuencia se encuentra una Asparagina, en
la posicién 26 se encuentra una Asparagina, mientras que en la otra secuencia se
encuentra un Aspartato, y la Gltima diferencia se encuentra en la posicion 27, donde
se encuentra una Treonina, mientras que en la otra secuencia se encuentra una
Serina. Estas diferencias de los aminoacidos en las dos secuencias hacen distinto
un veneno de otro, probablemente cada péptido tenga una conformacion
tridimensional diferente y, por ende, su funcion sea distinta (Tabla 10).

44



Tabla 10. Comparacion de las secuencias de aminoacidos de las principales
fracciones (mas abundantes), en el veneno del alacran Centruroides nigrescens de

las regiones de Zihuatanejo y Quechultenango

Fraccion TR PM (Da) Secuencia de laregion N-terminal
47 Zihuatanejo 36.26 7134.7 KDGYLVKKSDGCKYSCTPLEGDSHCNTECKAKNQGGTY
50 Quechultenango  39.47 6.960.9 KDGYLVKKSDGCKYSCVMLMGDSNCDSECXA
9. DISCUSION

El alacran Centruroides nigrescens, fue descrito desde hace mas de un siglo, es
una especie considerada no toxica a mamiferos, pues no se ha reportado hasta el
momento alguna intoxicacion humana por parte de esta especie de alacran, ni
estudios de la composicion quimica de su veneno. Gracias a las colectas de
alacranes que se llevaron a cabo en dos nichos ecolégicos distintos, nos permitié
hacer un estudio comparativo entre venenos de los miembros de la misma especie.
De acuerdo con Ruiming et al., 2010, la composicion quimica del veneno de los
alacranes es influida por el entorno en el que la especie subsiste, por lo cual, debe
de haber una relacion de los recursos bidticos y abibticos con el alacran
Centruroides nigrescens que pueden influir en la composicion quimica de su
veneno. Por lo que en este trabajo reportamos la purificacion, caracterizacién parcial
de sus principales componentes y la comparacion entre el veneno del alacran de la

region costera y el veneno del alacran de la region montafiosa.

La composicion de ambos venenos se analizd mediante RP-HPLC y espectrometria
de masas. Se identificaron los pesos moleculares de al menos 40 componentes del
veneno del alacran proveniente de la costa (ver Tabla 6), los mas abundantes fueron
los de peso molecular de 7000 a 8000 Da (ver Figura 8), y al menos 33 componentes
del veneno del alacran proveniente de la montafia (ver Tabla 7), los mas abundantes
fueron los de peso molecular de 4000 a 5000 Da (ver Figura 9). La separacion

mediante RP-HPLC permitié purificar directamente algunos componentes de los
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venenos. Los principales péptidos se redujeron y alquilaron para su posterior
determinacién de peso molecular y secuencia (ver Tabla 8 y 9), ademas, para
conocer el nimero de cisteinas presentes en los principales componentes, se
determiné que cada péptido tiene 8 cisteinas. De acuerdo con Valdivia et al., 1994,
estos deben tratarse de ligandos de cadena larga con 55 a 76 residuos de longitud
con cuatro puentes disulfuro, y de acuerdo con Ortiz et al., 2015 estas deben ser

toxinas que afectan los canales de sodio.

Se determind la secuencia de la region N-terminal de al menos seis toxinas del
veneno del alacran de Zihuatanejo, y al menos dos toxinas del veneno del alacran
de Quechultenango. Los péptidos principales por abundancia fueron la fraccion 47
por parte del veneno del alacran de la costa y la fraccion 50 por parte del veneno
del alacrdn de la montafia, sus pesos moleculares fueron muy semejantes (ver
Tabla 6y 7). De acuerdo con Berg et al., 2008, las secuencias de aminoacidos son
los que determinan la estructura tridimensional de las proteinas las cuales
determinan su funcién biolégica. Las secuencias de los péptidos de ambos venenos
se obtuvieron mediante degradacion de Edman y se compararon las secuencias de
los principales componentes para conocer si existen alguna ausencia o presencia
de aminodacidos en la conformacion de la cadena polipeptidica, en este trabajo se
reporta que existen aminoacidos diferentes en la misma posicion de las cadenas
polipeptidicas (ver Tabla 10), lo que probablemente hace diferente la conformacion

tridimensional entre ambas proteinas modificando su funcién y especificidad.

La composicion del veneno también fue evaluada mediante electroforesis,
empleando geles de poliacrilamida, se determin6d que el patrén de migracion de los
componentes es diferente entre ambos venenos, también, se demostré que existe
una ausencia o una menor concentracion de componentes entre los venenos (ver

Figura 6).

También se evalu6 toxicidad del veneno total en diferentes modelos animales, como
el alacran Centruroides nigrescens no ha reportado algun caso de intoxicacion en
México, se utilizaron ratones albinos cepa CD1 para corroborar que el veneno del

alacran no fuera toxico a mamiferos y, por ende, a humanos, efectivamente fue asi,
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en los bioensayos se demostré que no existen signos de intoxicaciéon durante las 24
h de observacion (ver Tabla 3). Como se menciond anteriormente, la hipotesis de
este proyecto es en resumen, que la composicion del veneno del alacran
Centruroides nigrescens debe ser diferente de acuerdo al nicho ecoldgico en el que
este subsiste, de acuerdo con CONABIO, 2019 las regiones donde se encuentran
el alacran en estudio; Zihuatanejo (costa) y Quechultenango (montafia), muestran
que en su fauna existen (entre muchos otros) crustaceos e insectos, que
posiblemente el impacto en la abundancia de estos animales en la dieta del alacran
Centruroides nigrescens pueden tener alguna relacion con la composicion quimica
de su veneno que hacen diferente uno de otro, no olvidemos algunos otros factores,

como la humedad y la temperatura que también pueden tener algun tipo de relacion.

En el caso de la inyeccidn del veneno total a insectos (grillos), el veneno del alacran
de ambas regiones se caracterizo por causar intoxicacion, y los signos observados
fueron: pardlisis de sus extremidades en los primeros segundos, siendo el veneno
del alacran de la costa el que tiene el indice de letalidad més alto (ver Tabla 4), lo
que pudimos observar como resultado es que posiblemente el veneno del alacran
empleado en este estudio, esta disefiado para paralizar a sus presas y consumirlas
en los primeros minutos. Por otra parte, también se corrobor6 la intoxicacion a
crustaceos (cochinillas), se demostré que la inyeccién del veneno total del alacran
Centruroides nigrescens es muy efectivo para matar a las cochinillas, se corroboré
gue con los venenos del alacran de ambas regiones tienen un efecto fatal a
crustaceos (ver Tabla 5). Por lo anterior y de acuerdo con Ruiming et al., 2010, se
revela que los péptidos y proteinas del veneno de la misma especie de alacran de
diferentes nichos ecoldgicos se pueden llegar a diversificar, ocasionando que de
manera aleatoria los alacranes evolucionen y se adapten al entorno, alterando la

secuencia de aminoacidos y la abundancia de péptidos y proteinas en su veneno.
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10. CONCLUSIONES

Conclusion 1. Se corrobor6 que el veneno total del alacran Centruroides nigrescens
de ambas regiones, no es toxico a mamiferos. Ambos venenos son fatales para los

insectos (grillos) y para los crustaceos (cochinillas).

Conclusion 2. Se demostr6 una migracién y separacion de los componentes de los
venenos diferente en los geles de poliacrilamida, ademas, existe una ausencia o
una concentracion relativa distinta en los componentes del veneno del alacran C.

nigrescens de Zihuatanejo a comparacion del que proviene de Quechultenango.

Conclusion 3. Existen diferencias entre la cantidad de fracciones obtenidas entre los
venenos, teniendo en cuenta que en el veneno del alacran C. nigrescens de la
region de Zihuatanejo presenta 72 peéptidos, mientras que el alacran de
Quechultenango presenta en su veneno 65 péptidos.

Conclusion 4. De acuerdo con la secuenciacion de las regiones N-terminal de los
principales péptidos de ambos venenos, se demuestra que existen diferencias en
los aminoacidos que conforman la cadena peptidica, lo que probablemente influye

en que las proteinas se plieguen de manera diferente.

11. PERSPECTIVAS

Se requieren ampliar los estudios faunisticos de las regiones en las que se
encuentra el alacran Centruroides nigrescens, para conocer con exactitud si las
especies de animales de las que se puede alimentar este alacran tienen una
relacion directa que pueda influir en la composicidon quimica de su veneno, sin
embargo, existen muchos otros factores biéticos y abio6ticos de los cuales también
deberan de hacerse estudios para conocer si el conjunto de estos factores o factores
independientes tienen relacion entre si y que estos puedan influir en la composicion

quimica de los venenos de los alacranes.
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13. MATERIAL SUPLEMENTARIO

13.1 Repurificacion del péptido 47 reducido y alquilado del veneno del alacran
Centruroides nigrescens region Zihuatanejo

Para la secuenciacion y comparacion entre los péptidos principales de ambos
venenos se repurifico la fraccion 47 reducida y alquilada (Fig. 1s) con un T, R de
35.23 con PM 7134.7, se inyect6 33 ug de proteina al equipo HPLC, la corrida se
realizo en una columna C18 analitica, la muestra obtenida se colect6 manualmente
y se le determindé su peso molecular para verificar que se trata del componente

principal.

Figura 1s. Repurificacién de la fraccion 47 reducida y alquilada del veneno del
alacran C. nigrescens de Zihuatanejo mediante RP-HPLC, utilizando una columna

C18 analitica, con un gradiente de 0-60% B/60 min
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ESTADO DE MORELOS emitdos el 13 de noviembre ded 2019 medianie crodar No. 32

Sello electrénico
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DIRECOION DE ESTUDIOS SUPERIORES

Escuely de Estudios Supenores del ficarero

Dereccion

arero

UAEM
B Jowers, Japtia, Noreiox. 16 de ASed 2000,

DRA. DULCE MARIA ARIAS ATAIDE
DERECTORA GENERAL DE SERVICIOS ESCOLARES
PRESENTE.

Por este condocto comunko & Uited, gue he revisado of docurmesto gue presemis o Prsinte de Licenmciado e
Buologie: C |OSE NOE VAZQUEZ RAMIREZ, con o thudo ded trabuj: CARACTERZACON SI0QUEMICA DE LOS
PRINCIPALES COMPONENTES DEL VENENO DEL ALACRAN Centruraidies nigrescens

Ex2 cabddaad de mssmhiro de la comaide revisors, exprw la sypeeste dectaida:

VOTO AFAVOR: a3l

VOTO EX CONTRA:

NECESITA ARREGLAR O ELIMINAR ALGO:

CONENTARIOS:

ATENTAMENTE

Dra Ma Vesturs Resas Echeverria

Caretas Calsora- Tacuesgetango o2 Col C Scwen C P 2909 Jouta VMowmoe
Tok (T34} 34 287 51, (777) 235 7000 L. TOGE y 2990 | semicoeciduses o

RECTOMWA
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Sog::d presente documento frmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA INLMOAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS.COV2 (COVID.18) emado o
27 de abril det 2020,

El presenie dooumenio cuerta con la frma electrdnica UAEM del funcionano universitario competente,
amparada por un certficado vigenie a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2015 medante circular No. 32

Selio dlectrénico
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DIRECOION DE ESTUDIOS SUPERIORES

Estuela de Estudios Superiones del Jicarero

o Dbt

arero Dereccin
UAEM

Bl Jesrws, Joptis, Noreks, 16 de Al 2021

DIRA. DULCE MARIA ARIAS ATAIDE
DIRECTORA GENERAL DE SERVICIOS ESCOLARES
PRESENTE.

Por este conducto cumunico & Usted, guw he revisado ol docurssto gue pressnts o Pounte do Liomciado o=
Bnloghe: C JOSE NOE VAZQUEZ RAMIREZ, cun of tholo del trabujo: CARACTERZACON BI0QUEMICA DE LOS
PRINCIPALES COMPONENTES DEL VENENO DEL ALACRAN Centruroides nigrescens

Ex= cabidad de resembiro de s commids revivors, expresn s sigueste decisiin:

VOTO AFAVOR: 3l

YOTO EN CONTRA:

NECESITA ARREGLAR O ELIMINAR ALCO:

COMENTARIOS:
ATEXTAMENTE
Mira. Maria de los Asgedes Nifiez Pecate
Caretan G T "0 =i Col €I CP. (2929 Jopta, Voscs EM

Tad (7341 346 287 51, [777) 355 7000 L. 7066 ¥ 3993 /

CECTUNA
noRan
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Se expide el presente documento frmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS.COVZ (COVID-19) emfido el
27 de abnl o 2020

El presenie dooumento cuerta con la Srma electrdnca UAEM del funcionano universitano competente,
amparada por un certficado vigenie a la fecha de su elaboracion y es vadlido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviemitee del 2015 medante crcular No. 32

Sello electrénico
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DIRECOON DE ESTUDIOS SUPERIORES

Escunls da Estudion Supenonas dael Jicarero

I - Womaa

-
R

arer Duwreccion
UAEM
£l Jowwrs, Jopthe, Norein, 16 de Ated 200

DIRA. DULCE MARIA ARIAS ATAIDE
DERECTORA GENERAL DE SERVICIOS ESCOLARES
PRESENTE.

Por este comducto cormunico a Usted, gue he revicado o documento guo presenta of Pioante de Licmciado en
Biologhe: C JOSE NOE VAZQUEZ RAMIREZ, con o titude del trataje: CARACTERZACON S1I0QUIMICA DE LOS
PRINCPALES COMPONENTES DEL VENENO DEL ALACRAN Centrureides nigrescens

Ex cabdad de hrode lac fee revisora, expreso s sty dectiida:
VOTO AFAVOR: al
VOTO EX CONTRA

NECESITA ARREGLAR O ELIMINAR ALLO:

COMERTARIOS:

ATENTAMENTE

M. e C. Hesmberto Floves Bustamante

Carsien Caleara- Teguaagetengo s Col Bl oo CF 2900 Jauta, Vossioe
Tl T34} 34 287 21, (777) 235 7000 B, 7066 y 2090 | sesgorwrolPeans sua
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So ¢l presente documento frmado electrénicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA

INLHOAD DEL FUNCMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
WRAN'IE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-.COVZ2 (COVID-18) emado o
27 de abnl ded 2020

El presente dooumento cuenta con la frma electrdnica UAEM del funcionano universitario competente,
2 por un certficado vigenie a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los

amparad
LINEAMEENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembee del 2019 medante croular No. 32,

Sello electrérico
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DIRECCION DE ESTUDIOS SUPERIORES

Escunla da Estudios Supenonas dal |icarero

arero Dvreccion

UAEM
£l Jowweo, Jopta, Norein, 16 de Abed 2007

DIRA. DULCE MARIA ARIAS ATAIDE
DERECTORA GENERAL DE SERVICIOS ESCOLARES
FPRESENTE.

Por este comdicto cormunko a Usted, gue he revicado ol documeato gue presenta of Pioamte de Licenciado ea
Buologhe: C JOSE NOE VAZQUEZ RAMIREZ, con o titude del tratuge: CARACTERZACON SI0QUIMICA DE LOS
PRINCPALES COMPONENTES DEL VENENO DEL ALACRAN Centrurevdes nigrescens

Ex cabdad de miwmhiro de L comaide revisora, expreso s sgguaste dectsida:

VOTO AFAVOR: 3l

VOTO EN CONTRA

NECESITA ARREGLAR O ELIMINAR ALLO:

COMENTARIOS:

ATENTAMENTE

M. en M. Isaurs Quintans Padills

Carsiem Galears- Tegusagetengo s Col £ Acamo CF 62900 Jauta, Voswoe EM
Tak (T34} 34 287 51, (777) 325 7000 £, 7065 y 303 / eaicawrolPasur.es

SICTONA
nuaoxNn

66



g

LRI BIRAD & 1Y Cam 0L
L

Se expide el presente documento frmado electrenicamente de conformadad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNNERSIOAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS.COVZ (COVID-18} emfado el
27 de abnil ded 2020.

El presonie dooumento cuerta con la frma elkecirdnica UAEM del funcionano universitario competente,
amparada por un cersficado vigenie a & fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTROMICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviemire del 2015 medante croular No. 32

Sello electrénico
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