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RESUMEN~-

Las toxinas de alacrán han permitido estudiar distintos canales 
iónicos presentes en las células. La especificidad de las toxinas está 
definida por residuos de aminoácidos, organizados alrededor de un motivo 
estructural conservado entre las toxinas de alacrán, tanto en toxinas de 
cadena larga como en toxinas de cadena corta. En el caso de las toxinas 
cortas, qt..ie afectan canales de potasio, la identificación de estos residuos 
ha permitido establecer cómo es la interacción de éstas con residuos de 
los canales de potasio, en la región del vestíbulo del poro y del poro 
propiamente dicho. 

En el presente trabajo se analiza la relación estructura-función de 
la noxiustoxina (NTX) del alacrán Centruroides noxius Hoffmann, en su 
Interacción con canales de potasio. Mediante el uso de técnicas de biología 

. molecular, se sintetizó el gen de la NTX para ser expresado en un sistema 
de expresión heterólogo en Escherichia coli . La NTXr, como se le denominó 
a la forma recombinante de NTX, se expresó de manera funcional aunque no 
se encuentra amidada en el extremo carboxilo como la NTX nativa. 

La NTXr presenta propiedades bioactivas similares a NTX en cuanto a 
su toxicidad, unión a sinaptosomas de cerebro de rata y bloqueo de canales 
de potasio Kv1 .1, expresados en ovocitos de la rana Xenopus laevis . 

La síntesis del gen NTXr permitió obtener mutantes sitio-dirigidas 
mediante PCR, y el empleo de oligonucleótidos específicos. La generación 
de variantes de NTXr permitió identificar residuos en las regiones amino 
terminal y carboxilo terminal que tienen un papel funcional en las 
propiedades de NTX en cuanto a su unión a canales de potasio en 
membranas de cerebro de rata y en el bloqueo de canales de potasio Kv1 .1. 
Específicamente, se analizaron los residuos 1 a 9 de la región amino 
terminal, el residuo de iisina 28 y los tres últimos residuos de la porción 
carboxilo terminal. 

El análisis de estos resultados, relacionados con la estructura 
tridimensional de NTX, permite proponer el papel funcional de los residuos 
identificados en este estudio, así como la propuesta de otras variantes de 
NTXr para identificar más residuos que pudiesen tener un papel funcional 
para NTX. 

v:r~. 
Lourival D. P~s~~~ Dr. 
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Summary 

Scorpion toxins are excellent tools to study various cellular lon
channels. The specificity of both, larga and short chain scorpion toxins, Is 
deflned by a particular three-dimensional arrangement of amino acid 
residues on a common and well-conserved structural motif. In the case of 
the short chain peptides that affect potassium (K+) channel function; the 
identification of these residues permitted to establish the way by which 
these toxins interact with the K+ channels, in the vestibule of the pore of 
the channel and the pore itself, where amino acid residues of the channel 
capable of interacting with the toxin were also identified. 

This thesis reports the resutts of studies almed at elucldatlng the 
structure-function relationship of Noxiustoxin (NTX) isolated from the 
venom of the scorpion Centruroides noxius Hoffmann, with K+ channels. By 
means of techniques of molecular biology, the gen coding fer NTX was 
synthesized and expressed in a heterologous system, uslng Escherichia 
coll. The recombinant NTX (abbreviated NTXr) produced by E. coli was 
shown to be functional, although it does not contain an amidated C
terminal residue, as in the case for the native NTX. NTXr shows blological 
properties indistinguishable from those of nativa NTX, by way of three 
dlstinct assays: lethality test in mice, bindlng and displacement 
experiments to rat brain synaptosomal membranas, and blockade of the 
Kv1 .1 K+ channels expressed in oocytes of the frog Xenopus laevis. 

The synthetic gen of NTX allowed the production of site-dlrected 
specific mutants, by means of the polymerase chain reactlon technlque 
(PCR) in conjunction with the use of specifically designad synthetic 
oligonucleotides. The various NTXr mutants obtained, permitted the 
identification of amino acid residues at the N- and e-terminal part of NTX, 
that play an important role in the functional properties of NTX, using both: 
the binding assays to rat brain synaptosomes and the blockade of the Kv1 .1 
K+ channels, expressed in oocytes. Analysis of these results in relatlon 
with the three-dimensional structure of NTX, allowed the proposal of the 
functional role of certain amino acid residues identified in this study, as 
well as to propose the preparatlon of additional NTXr mutants, that might 
be functionally important. 

V~¿~_; 
Dr. Lourival ~~ssa~ostay 
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PRESENTACION 

El presente trabajo, aborda el análisis de la relación estructura-función 
de Ja noxiustoxina del alacrán Centruroides noxius Hoffmann. Este trabajo 
se divide en cuatro partes. En la primera parte. se introduce al tema de la 
interacción de las toxinas de alacrán con los canales iónicos, para 
enseguida exponer los Antecedentes, que sirvieron de base para proponer 
los Objetivos de este trabajo. La segunda parte es una serie Metodologías y 
de Resultados Experimentales. parte de ellos aún no son publicados. 
mientras que, se hace referencia de datos publicados. que son expuestos a 
·manera de Anexo en la cuarta parte de este trabajo y, en donde participo 
como primer autor. En la tercera parte, se discuten y analizan los 
resultadas y se presentan las Conclusiones y tas Perspectivas derivadas 
de éstos. 

VII 



Rl!SUMl!N 

Laa toxinas de alacr4n han permitido estudiar distintos canalea 
lónlcos presentes en las células. La especificidad de las toxinas está 
definida por residuos de aminoácidos. organizados alrededor de un motivo 
estructural conservado entre las toxinas de alacrán, tanto en toxinas de 
cadena larga como en toxinas de cadena corta. En el caso de las toxinas 
cortas, que afectan canales de potasio. la Identificación de estos residuos 
ha permitido .. stablecer cómo es la interacción de éstas con residuos de 
loa canales de potasio, en la reglón del vestíbulo del poro y del poro 
propiamente dicho. 

En el presente trabajo se analiza la relación estructura-función de 
la noxlustoxina (NTX) del alacrán Centruroides noxius Hoffmann, en su 
Interacción con canales de potasio. Mediante el uso de técnicas de biología 
molecular, se sintetizó el gen de la NTX para ser expresado en un sistema 
de expresión heterólogo en Escher/chia col/ • La NTXr, como se le denominó 
a la forma recomblnante de NTX, se expresó de manera funcional aunque no 
se encuentra amldada en el extremo carboxllo como la NTX nativa. 

La NTXr presenta propiedades bloactlvas similares a NTX en cuanto a 
su toxicidad, unión a slnaptosomas de cerebro de rata y bloqueo de canales 
de potasio Kv1 .1. expresados en ovocitos de la rana Xenopus /asvis . 

La síntesis del gen NTXr permitió obtener mutantes sitio-dirigidas 
mediante PCA, y el empleo de oligonucleótldos especltlcos. La generación 
de variantes de NTXr permitió Identificar residuos en las reglones amino 
terminal y carboxllo terminal que tienen un papel funcional en las 
propiedades de NTX en cuanto a su unión a canales de potasio en 
membranas de cerebro de rala y en el bloqueo de canales de potasio Kvt .1. 
Especllicamente, se analizaron los residuos 1 a 9 de la reglón amino 
terminal, el residuo de lislna 28 y los tres últimos residuos de la porción 
carboxllo terminal. 

El análisis de estos resultados, relacionados con la estructura 
tridimensional de NTX, permite proponer el papel funcional de tos residuos 
Identificados en este estudio, así como la propuesta de otras variantes de 
NTXr para Identificar más residuos que pudiesen tener un papel funcional 
para NTX. 



Summary 

Scorplon toxina are excellent tool• to etudy varlou• cellular lon
channels. The speciflcity of both. larga and short chaln scorplon toxina, la 
deflned by a particular three-dlmenslonal arrangement of amino acld 
resldues on a common and well-conserved etructural motlf. In the case of 
the short chaln peptldes that affect potasslum (K•) channel functlon: the 
ldenllflcatlon of lhese resldues permllted to establlsh the way by whlch 
these toxina lnleract wllh the K•-channele, In the v-llbule of the pore of 
the channel and lhe pore ltaelf, where amino acld reelduee of the channel 
capeble of lnteractlng wlth the toxln were aleo ldenllfled. 

Thls thesls reporte the resulte of sludles almed al elucldetlng the 
elructure-functlon relatlonahlp of Noxlualoxln (NTX) isolated from the 
venom of the scorplon Centruro/des noxlus Hoffmsnn, with K•-channel•. By 
means of technlques of molecular blology, the gen codlng for NTX wu 
synlheslzed and · expressed In a heterologous syetem, uaing Escherlchla 
col/. The recombinan! NTX (abbrevlaled NTXr) produced by E. col/ was 
shown lo be functlonal, allhough lt does not contaln an amidated C
termlnal resldue, as In the case for the nativa NTX. NTXr eho- blotoglcal 
propertles lndlsllngulshable from those of nativa NTX, by way of three 
dletlncl assays: lethauty test in mica, blndlng and dlaplacement 
experimente to rat braln synaptosomal membranas, and blockade of the 
Kvt .1 K•·channels expressed In oocytes of the frog Xenopus /aev/s. 

The synthetlc gen of NTX allowed lhe productlon of slle-dlrected 
speclflc mulanls, by means of lhe polymerase chain reactlon technlque 
(PCR) in conjuncllon wllh lhe use of speclflcally deslgned synthetlc 
ollgonucleotldes. The varlous NTXr mutants oblalned, permllted the 
ldenllflcatlon of amino acld resldues al the N- and e-terminal part of NTX. 
that play an Importan! role In the functlonal propertles of NTX. uslng both: 
the blndlng assays to rat braln synaptosomes and lhe blockade of the Kv1 .1 
K•-channels, expressed In oocytes. 

Analysls of these resulta In relatlon wllh the lhree-dlmenslonal 
structure of NTX, allowed the proposal of the functlonal role of certaln 
amino acld residues idenllfled In thls study, as well as to propose the 
preparallon of addllional NTXr mutante, thal mlghl be functlonally 
Importan t. 
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INTRODUCCION 

El análisis de la relación estructura-función de las moléculas 
permite hacer inferencias mecaníslicas que expliquen las propiedades 
físicas y biológicas de éstas. así como la proposición de hipótesis que 
permitan explicar el papel funcional de regiones especificas de las 
mismas. 

TOXINAS DE ALACRAN 

En nuestro grupo se estudia la relación estructura-función de los 
componentes activos del veneno de los alacranes. Estos componentes 
activos pueden ser enzimas o toxinas con actividades biológicas diversas. 

Entre las toxinas que constituyen el veneno de los alacranes, se 
encuentran aquéllas que afectan a los canales de sodio, potasio, calcio y 
cloruro. Su especificidad es variable así como su modo de acción, por lo 
que se han caracterizado toxinas que afectan a canales lónicos de diversos 
organismos, así como de distintos tejidos (Adams et al., 1993; Cal y 
Douglass, 1993). La purificación y caracterización de las toxinas de 
alacranes por diferentes grupos, ha revelado que se puede distinguir entre 
toxinas de cadena larga, de 60 a 70 residuos. y toxinas de cadena corta, de 
31 a 39 residuos de aminoácidos. Entre las toxinas de cadena corta se 
encuentran aquellas que afectan a los canales de potasio. Estas toxinas 
constituyen una familia de péplidos homólogos de caracter básico, 
pudiéndose encontrar en el mismo veneno más de una lsoforma (Garcra
Calvo et al., 1993; Nieto et al., 1996; Olamendi-Portugal et al., 1996). La 
diversidad de las toxinas de potasio refleja a su vez la diversidad de los 
canales, lo que ha permitido Identificar y caracterizar clases especfllcas 
de canales. (Adama et al., 1993; García-Calvo et al., 1993; Knaus et 
al., 1995). 

Los péptidos que afectan a los canales de potasio tienen de 31 a 39 
residuos de aminoácidos (Millar, 1995). En la Figura 1 se presenta una 
comparación de algunas toxinas cortas, basada en la homología de su 
estructura primaria. Entre las toxinas de distintas especies de alacrén y 
de defenslnas de insectos (péptidos antibacterlanos presentes en la 
hemollnfa) se encuentra conservado un grupo de cisternas, en una 
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-ZFTQESCTASNQCWSICKRLHNTNRO-KCMNKKCRCYS 

GVEINVRCSGSPQCI..KPCKDA-GMRFO-KCMN'RRCHCTPK 

-VRIPVSCKHSGQc::LKPCKOA-GMRFO-KCMNGKCDCTPK 

GVPXNVKCTGSPQCLKPCKOA-GMRFO-KCINGKCHCTPK 

GVPINVSCTGSPQCIKPCKDA-GMRFO-KCMNRKCHCTPK 

GVPINVPCTGSPQCIKPCKDA-GMRFQ-KCMNRKCHCTPK 

-TIINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAQARc::MNGKCKCYNN-NH2 

-TIINEKCFATSQCWTPCKKAIGSLQS-KCMNGKCKCYNG 

-TIINVI<CTSPKQCLPPCKAQFGQSAQARCMNGKCKCYPH 

-VFINAKCRGSPECLPKC~IGKAAO-KCMNGKCKCYP 

-----AFCNLRM-CQLSCRS--LGLLO-KCIGDKCECVKH-NH.2 

-----TISCTNPKQCYPHCKKETGYPNA-KCMNR.KCKCFGR-

-----LVKCRGTSDCGRPCQQQTGCPNS-KCINRMCRCYGC 

Fig.1 Comparación de las secuencias de aminoácidos de algunas toxinas cortas de 
alacrán. Los residuos conservados se indican en negritas. Las líneas que conectan 
los distintos residuos de cisteínas indican puentes disulfuros. El cuarto puente 
disulfuro determinado para Pil se indica explícita.mente sobre su secuencia. 
Z=piroglutamato; NH2=Amidación. 
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diapoaición definida por -C-( .•. J-C-aa-aa-aa-C( ... )G.C-( •.. J-C-aa-C-( •.. ), las 
cualea forman los tres puentes dlsulfuro característicos de eatas toxinas; 
- repreaenta residuos de amlno6cidoa cuyo nl)mero puede ser variable en 
e8ta región; además tambi'6n se observa la conaervaclón de una glicina, 
exceptuando en NTX2 y Pi2, (Bontems et al., 1991). 

Actualmente se han determinado las eatructuras tridimensionales 
completas de distinta• toxinas bloqueadoras de canales de potasio 
(Bontems et al., 1992; Johnson y Sugg, 1992; Fernández et al., 1994; 
Krezel et al., 1995; Oauplals et al., 1995; Deleplerre et al., 1997). En 
general, estos péptldos comparten un plegamiento comun, definida por una 
hélice alfa corta y dos ó tres hebras beta, que forman una hoja de beta
antiparalela. En la Figura 2 se muestra la estructura de NTX, en donde se 
pueden observar la a-hélice y tres hebras de estructura B-antlparalela. La 
estructura tridimensional está estabilizada por tres puentes dlaulfuro, loa 
cuales también están conservados en todas las toxinas de canales de 
potasio y que, Junto a otros aminoácidos, constituyen un nl)cleo compacto 
(Bontems, et al., 1991; Femández et al., 1994; Vita et al., 1995). Durante 
el desarrollo de esta tesis, se describieron por vez primera toxinas cortas 
de alacrán con cuatro puentes disulfuro (Olamendi-Portugal et al., 1998; 
Gómez-Lagunas et al., 1998; Oeleplerre et al., 1997), ver Figura 1. 

Además del Impacto que la picadura del alacrán representa, como 
problema de salud en las reglones donde las especies de a1acnin cohabitan 
con el hombre, actualmente loa usos potenciales de estas proteínas 
Incluyen: su utilización como anllarrítmlco, lnmunodepresor, para el 
tratamiento de las enfermedades asociadas con la deficiencia de canales 
de potasio, y como herramientas en modelos de Ingeniería de proteínas y 
caracterización funcional y estructural de los canales de potasio 
(Bouhaoula-Zahar et al., 1998, Zlnn-Juslln et al., 1996, Vita et al., 1995). 
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CANALES DE POTASIO 

Los canales de potasio son proteínas Integrales de membrana y están 
presentes en casi todas las células eucariotas. En los tejidos excitables, 
regulan el ritmo cardiaco, los potenciales de acción y la liberación de 
neurotransmisores; en las células no excitables juegan papel 
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Figura 2 Estructura triditnensional de NTX. La c~tructura se basa en las 
coordenadas generadas por ~'~tR por Dauplais ,., al .. 1995. NTX es una proteína 
básica. globular de 37 re!'iduos de an1inoácidos. an1idada en su cxtren10 carboxilo 
y está estabilizada por tres puentes di sulfuro (líneas arnarillas). Los elen1entos de 
estructura secunduria. son una hclice corta (azul) y una hoja (3 plegada (rojo). N y 
e indican Jos extren1os an1ino tenninal y carboxilo ter111inaJ. 
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Importantes en la secreción de hormonas, la proliferación celular. la 
regulación del volumen celular y en procesos como la fecundación (Latorre 
1988; Leonard et al., 1992; Helnemann et al., 1995; Hllle. 1992). Estas 
protelnas constituyen una familia homóloga. cuya distribución en los 
tejidos y células es variable; pueden ser divididas en diferentes 
categorlas basadas en sus propiedades bloflslcas y farmacológicas. Asl, se 
pueden distinguir dos clases amplias de canales de potasio con base a los 
estímulos que causan su apertura: canales dependientes de voltaje y 
canales dependientes de llgandos. 

Estructuralmente, los canales de potasio dependientes de voltaje se 
organizan en la membrana como tetrámeros. Cada monómero, denominado 
subunidad a. tiene seis hélices transmembranales. denominadas S1 a SS, 
las cuales están conectadas entre si por asas de longitud variable que 
pueden encontrarse orientadas hacia la parte extracelular o Intracelular 
(ver Figura 3a). Se sabe además que algunos elementos transmembranales 
de los canales son importantes en las propiedades de apertura y cierre del 
canal; pueden, además. estar gllcoslladas y tener subunldades (~) 

accesorias (García-Calvo et al., 1994; Adelman. 1995). Presentan una 
reglón conservada denominada Poro (P), formada por el asa, denominada HS 
ó SSS-SSS, que une las regiones transmembranales SS y SS en la reglón 
extracelular. El poro es el responsable directo de la selectividad de loa 
Iones potasio y es a través del que se transportan los iones al Interior de 
la célula (Heglnbotham y McKlnnon, 1992; McKinnon, 1995; Aiyar et al., 
199S). 

La estructura tridimensional de la región del poro no se conoce. 
aunque hay evidencias indirectas de ésta y existen distintas propuestas 
acerca de su posible estructura (Hidalgo y McKinnon, 1995; Llpklnd et al . • 
1995; Lü y Millar, 1995; Sornan et at., 1995). Sin embargo, se puede decir 
que la región del poro esta delimitada por cuatro asas. provenientes cada 
una de las cuatro subunidades (Figura 3b). Las cuatro asas forman un 
espacio denominado vestíbulo del poro. En el centro de este vestíbulo se 
sltua un poro acuoso, por el que atraviesan los Iones hacia y desde el 
Interior de la célula (McKinnon, 1995). 

A falta de la evidencia directa de la estructura tridimensional de los 
canales de potasio. el empleo de técnicas electroflslológlcas y de blologla 
molecular, para estudiar los canales de potasio, ha permitido obtener un 
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Figura 3 Morrología de la subunidad a de un canal de potasio. A Los 
segmentos transmembranales se indican como Sl-S6. La parte del asa HS que es 
responsable de formar el poro de selectividad a los iones potasio se indica como 
P. Las porciones amino y carboxilo terminales son citoplásmicas. B L a 
asocioación de cuatro subunidades a constituyen un canal de potasio funciona], en 
donde las asas HS de cada subunidad contribuye para formar el vestíbulo y el 
poro del canal. Tomado de Miller, 1991 (A) y Ranganathan et al., 1996 (B). 
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esquema tentetlvo de la estructura de la reglón del poro y, en algunos 
caeos, se han podido Identificar los residuos Importantes en su 
ealectlvldad hacia los Iones. Adicionalmente, el empleo de bloqueadores 
eapecfflcoe como el tetraetllamonlo, las toxinas de alacrán, y las toxinas 
de otros organismos, han permitido contribuir a definir las posiciones 
relativas de estos residuos dentro del esquema estructural de la reglón 
del poro del canal (Sun et al., 1994; Xu et al .• 1995; Hidalgo y McKinnon, 
1995; Alyar et a/., 1996; Ranganathan et al., 1996; Nakamura et al., 1997). 
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INTl!RACCION DE LAS TOXINAS DE ALACRAN CON LOS CANALES DE 
POTASIO 

El conocimiento de las toxinas que modifican la actividad de algunos 
canales de potasio se inició en la decada de los ochenta, con Ja 
caracterización de la Noxiustoxina (NTX) aislada del veneno del alacrán 
Centruroldes noxlus Hoffmann, y de la Carlbdotoxlna (ChTX) proveniente 
del alacrán Leiurus qulnquestriatus qulnquestrlatus (Possani et al., 1982; 
Carbone et al., 1982; Miller et al., 1985). Estas proteínas resultaron ser 
adecuadas para realizar un análisis mecanístico del funcionamiento, y de 
las dimensiones relativas del vestíbulo del poro de los canales de potasio. 
Posteriormente, se caracterizaron otras toxinas que también afectan a 
canales de potasio y que son producidas por otros organismos. La 
heterogenldad de las toxinas de alacrán ha permitido aislar y caracterizar 
distintos canales de potasio (Bontems et al .• 1992; García et al., 1994; 
Glanglacomo et al .• 1992; Gómez et al., 1996; Park et al .• 1991 ). 

Actualmente se han estudiado extensivamente la ChTX y la 
agltoxina2 (AgTX2), proveniente del veneno del alacrán L.quinquestrlatus 
qulnquestrlatus.tanto en su estructura como en su Interacción con el canal 
de potasio tipo Shaker (Bontems et al., 1992; Stampe et al., 1994; Hidalgo 
y McKinnon. 1995; Krezel et al., 1995). 

La unión de las toxinas de alacrán, con los canales de potasio, 
modifica las propiedades de estos últimos para conducir al ion potasio. El 
mecanismo propuesto actualmente para explicar el bloqueo, es que hay una 
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Figura 4 Interacción de una toxina bloqueadora de canal de potasio. La 
figura muestra un corte transversal, de la región del vestíbulo del poro de un 
canal de potasio interaccionando con la ChTX. Se propone que un residuo 
conservado de lisina bloquea el transporte a través del poro del canal (Park y 
Miller, 1992). 

12 



oclusión flalca de la reglón del poro por pana de la toxina. La Interacción 
presenta una aatequlometrfa t :1 (Glanglacomo et al., 1992: Goldateln y 
Millar, 1993). Existen evidencias de que laa cuatro aubunldadaa de un cana 
de potasio, contribuyen con elementos que Interaccionan con lea toxinas 
(Tytgat et al., 1995). 

En la Interacción toxina-canal, algunos de los aminoácidos de la 
toxina que se encuentran en la reglón de la hoja B plegada ayudan a 
estabilizar la unión de la toxina con la reglón del poro (Krezel et al., 
1995) (ver Figura 4). Sin embargo, la contribución energética en la 
estabilización de la unión, por par1e de estos aminoácidos, ea distinta, 
pudiéndose distinguir entre aquellos aminoácidos que son relevantes y 
cruciales, asl como Irrelevantes, en la unión de estas toxinas con la reglón 
del poro (Stampe et al., 1994). 

Una vez que se une la toxina en la reglón del vestlbulo del canal, la 
presencia de residuos eapeclflcos mantienen a la toxina unida al canal, 
mientras que un residuo conservado de llslna en la posición 27 (para el 
caso de ChTX y de la AgTX), penetra en el poro y bloquea la conducción del 
Ion potasio (Krezel et al., 1995). 

En la caracterización de las diferentes fuerzas que mantienen unida 
a ChTX y AgTX2 al canal de potasio tipo Shaker, se han descrito fuerzaa 
electrostáticas, interacciones hldrofóblcas y fuerzas de van dar Waala 
(Park y Millar 1992: Nalnl y Millar, 1996: Naranjo y Millar, 1996; Stampe 
et a/., 1994; Stocker y Millar, 1994). También se ha caracterizado, 
termodinámicamente, la magnitud de las fuerzas de Interacción en la 
interfase del canal con la toxina. que demuestran que es un grupo de 
residuos especlflcos los que tienen una Interacción directa con ciertos 
residuos de aminoácidos. sobre le región del vestíbulo del poro del canal 
de potasio (Hidalgo y McKlnnon, 1995; Alyar et al., 1996). 

El conocimiento de las toxinas que bloquean a loa canales de potasio, 
su especificidad, y su mecanismo de Interacción, ha permitido conocer la 
distribución de estos canales y su papel en la fisiología celular. 
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ANTeceoeNTes 
En el presente trabajo ae aborda el estudio de la relación 

estructura- función de la Noxlustoxlna (NTX) aislada del veneno del 
alacrán Centroroldes noxlus Hoffmann que afecta a canales de potasio. 

En el laboratorio del Dr. Possani se estudia la composición y 
actividad del veneno de distintos alacranes. La caracterización de estos 
venenos ha demostrado la presencia de sales, componentes proteicos con 
actividad enzimática. y aquéllos con propiedades bloqueadoras o 
modificadoras de la actividad de diversos canales iónicoa. 

La NTX fue caracterizada por Possani et al. (1982) y Carbone et al. 
(1982), como la primera toxina de alacrán bloqueadora de canales de 
potasio. 

En nuestro grupo, los esfuerzos encaminados a caracterizar laa 
reglones de la NTX que Interaccionan con los canales de potasio, Incluyen 
la caracterización bloqurmlca y estructural de la noxlustoxlna, asr como la 
slntesls qulmlca de NTX y de péptldos que abarcan distintas porciones de 
la NTX, y el ensayo de la actividad de estos péptldos en canales de potasio 
(Drakopoulou; et al., 1995; Dauplals et al., 1995; Gurrola et al., 1989 y 
1995). Con el empleo de péptldos, Gurrola y Possanl (1995) presentan 
evidencias de que la porción N-termlnal de la noxlustoxlna es Importante 
en su Interacción con canales de potasio y que la porción carboxllo 
terminal no tiene relevancia en la actividad de la misma. 

Los datos de Gurrola et al. (1989); Vaca et al. (1993) y Gurrola y 
Possanl (1995), muestran que p6ptldos sintéticos de diferente longitud, 
que comprenden la reglón amino terminal, conservan elementos con 
actividad tóxica, de bloqueo de canales de potasio, y de desplazamiento de 
(1251)-NTX de membranas slnaptosomales de cerebro de rata. Asl, la 
secuencia mlnlma requerida para observar el bloqueo es aquélla que 
comprende los residuos 1-6, y que la actividad aumenta conforme la 
secuencia se alarga de 1-10, y de 1-20; mientras que un péptldo de NTX, 
que comprende la posición 30-39, no es capaz de desplazar ¡1251)-NTX aún a 
concentraciones de 100 µM. 

Por otra parte, en este mismo trabajo, se ensayó la actividad de 
desplazamiento de NTX nativa digerida con dos endoprotelnasas por 
separado: La endoprotelnasa ve corta en el residuo del ácido glutámlco 19, 
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y la andoprotalnaaa Lya-C permita eliminar loa prlmaroa aaia raaiduoa da 
la -cuancia da NTX. Loa raaultadoa augieran qua, al cortar an la poalción 
19, dlamlnuya la capacidad da daaplazamlento de NTX. Por otra parte, al 
corte con Lya-C demueatra que la aecuencla 1-8 puede participar en la 
capacidad de desplazamiento de NTX. La digestión con CNBr provoca un 
corte en la metlonlna 30 y no se observa modificación en la capacidad de 
desplazamiento de esta forma de NTX. 

Los resultados anteriores, en su conjunto. y otros con péptldos de 
ChTX, llevaron a la proposición de que en la porción N-termlnal y, la 
porción de hélice de NTX, existen elementos estructurales y de 
aminoácidos Implicados en la capacidad de NTX de unirse a los canales de 
potasio presentes en las fracciones sinaptosomales de cerebro de rata, y a 
canales de potasio en experimentos de fijación de voltaje, mlentraa que la 
porción 30-39 del carboxllo terminal de NTX no participaría de manera 
importante con eata unión. 

Este trabajo aborda la caracterización de la NTX, empleando 
herramientas de biología molecular y técnicas electrofisiológicas, para 
realizar un estudio detallado de la participación de residuos de 
aminoácidos en las porciones amino y carboxilo terminales. 
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OBJETIVO GENERAL 

En el presente proyecto •• propuso: dlaenar. afntetlzar. clonar y 
expresar un gen slnt6tlco de la Noxluatoxlna (NTX). empleando un sistema 
de exprealón heterólogo en Eacherlch/e col/, con la tlnalldad de realizar 
estudios de la relación eatructura-tunclón de esta protelna. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Para abordar nuestro estudio, se plantearon loa siguientes objetivos 
particulares: 

1.0 Dlsenar y alntetlzar el gen de NTX mediante el empleo de 
ollgonucleótldos eapecltlcos y la reacción en cadena de la 
pollmerua (PCR). 

1 • 1 Clonar y expresar el gen de NTX en Eacherfch/a col/. 

1.2 Demostrar la actividad biológica de esta NTX recomblnante, 
mediante los siguientes ensayos: 

1 Toxicidad en raton-
il Desplazamiento de ¡12s11-NTX de membranas slnaptosomalea de 

rata 
111 Bloqueo de canales de potulo Kv 1.1 

2.0 Generación de variantes sencillas de NTX por mutag6nesls sltlo
especltlca. 

2.1 Ensayo da la actividad biológica de cada una de las variant- en el 
sistema de membranas slnaptosomales de cerebro de rata, y 
propiedad- de bloqueo de canales de potaalo. 

3.0 Análisis de la relación estructura-función de NTX. 
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MAT••HAL v 11noooa 

Para 1- experimento• de PCR - empleó la Vente pollmeraaa, en laa 
condiciones de reacción Indicadas por Podromou y Peari (1992)(Ver 
Anexo). 

Laa proteasas y enzimas de restricción y ligación empleadaa, fueron 
utilizadas de acuerdo a las especificaciones de Boehringer-Mannhelm. 

En los experimentos de aecuenclaclón. se empleó el m6todo de 
Sanger, utilizando el estuche de secuencia de la SEQUENASAe de u.s. 
Blochemlcala, (Cleveland, OH. U.S.A). 

Loa ollgonucl6otldoa fueron sintetizados en el sistema de sfntesla 
de ácidos nucl61cos Modelo 8905 de PerSeptlve Blosystems Expedita, que 
emplea condiciones estándares de clanoetll-fosforamldlto. 

Para la determinación del peso molecular de la NTXr, se empleó la 
t6cnlca de espectroscopia de masas. 

En los experimentos de HPLC, se usaron columnas semlpreparatlvas y 
lo analftlcas de fase reversa C1a (Vydac, Hlsperia, CA., U.S.A.). 

Dlaeflo, afnteala, clonacl6n y aecuenclacl6n del gen Xa
NTXr. Con base a la secuencia primaria de NTX y con el uso del programa 
traducción reversa (backtranslate) del paquete de "software• (Gentlcs 
Computar Group, GCG) de la Unlveraldad de Wlsconsln (Madlson, WI. U.S.A.) 
de análisis de secuencias. se obtuvo la secuencia nucleotrdlca del 
segmento de ADN que codifica para esta protelna. Se consideró el uso más 
probable de codones de E. col/., a la cual se le agregaron las secuencias 
adaptadoras, para permitir una manipulación posterior. A esta secuencia, 
que se muestra en la Figura 2 del articulo publicado, se le denominó Xa
NTXr (ver Anexo 1, Martlnez et al., 1996), donde Xa codifica para el sitio 
de reconocimiento de la proteasa Xa dellnldo por la secuencia: 

-lle-Glu-Gly-Arg-A 

la cual sirve como sitio de corte para el procesamiento de protelnas 
recomblnantes de fusión (Nagal y Thogersen, 1984). El triángulo Indica el 
sitio de corte. 

A partir de la secuencia anterior, se sintetizaron seis 
ollgonucleotldos que comprendlan la secuencia de xa-NTXr. Le secuencia de 
estos ollgonucleótldos se indica en la Figura 1 del Anexo 1. 
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El gen Xa-NTXr se sintetizó a partir de seis oligonucleótidoa que -
empl-ron en la PCA recurrente para generar el gen completo, junto con 
1- secuencias de corte para el factor Xa y las enzimas de ,..tñcclón Sal 1 
y Hlnd 111. 

Para clonar el gen Xa-NTXr. esta ae digirió con la• anzlmaa Sal 1 y 
Hlnd 111 para ser ligado con el vector PCSPt05, el cual fue amablemente 
donado por C. Miiiar (Srandela, Univerwlty). La construcción - tranatonnó 
an ~lul .. de E. col/ DH!Sa. 

La aelecelón de clonas con el vector y el Inserto de NTXr •• realizó 
por PCA; a partir de una muestra de 1 µL de cultivo llquldo LB (cuatro 
hora• a 37 ºC y 250 rpm) de cada clona seleccionada deapu•• de la 
tranaformación. Se emplearon los oligonucleótldos •t y •& para 
reamplificar el fragmento NTXr. Una clona se consideraba positiva cuando 
la lnt-ldad de la banda de PCA fu-• igual a la genrada por el fragmento 
PCR de NTXr, que se obtuvo de la PCA recursiva. 

De 1.. clonas que resultaron positivas se preparó plúmldo por la 
t•cnlca de lisla alcallna (Maniatl• et a/., 1982), para determinar la 
-ncla nuCfaotfdlea de mmbaa cadenas. 

e•prealón e ldentlffcacldn del gen p9-Xa-NTXr. En el alatema 
de expresión que se usó, el gen NTX.r •• e.presa como protelna de fusión a 
la que se denominó, p9-Xa-NTXr, donde p9 es la proterna 9 del fago T7. En 
la expresión se empleó la cepa de E. col/ BL21 (DE3), la cual fue 
transformada con al pléamido pCSP108. La inducelón y la purificación se 
efectuó como - Indica en Patt< et a/. (1991). 

ldan11flc:ac:ldn de la protefna. Despu6a de la expresión y 
purificación del producto del gen p9-Xa-NTXr, ae procedió a dializar la 
fracción correspondiente en las condicionas reportadas para llevar a cabo 
el plegamiento de NTXr. Posteriormente, se digirió con trlpaina o con el 
factor Xa para separar a NTXr da la protefna acarreadora en laa 
condiciones qua indica Park et al. (1991). 

Una muestra de la digestión trlptlca o con el factor Xa ae pasó a 
traris de una columna de HPLC e, a aemlpreparatlva de fase reversa, 
aplicando un gradiente de acetonltrllo de 0-80%. Se aislaron las 
fraccione• alrededor del tiempo de retención que ae conoce en nuestro 
laboratoño para la NTX nativa (27-28 mlnutoa). ,. 



Los picos resultantes se identificaron mediante un ensayo de ELISA, 
empleando anticuerpos policlonales antl-NTX genrados en este laboratorio. 

Estructura primaria y compoalclón da amlnollicldoa da NTXr. 
A loa picos que se identificaron por HPLC y por reconocimiento de los 
anticuerpos policlonales. se les determinó su estructura primaria por el 
método automatizado de Edman. La composición de aminoácidos se efectuó 
por hidrólisis ácida en condiciones reductoras a 120 ºC. 

Para la purificación preparativa de NTXr. se empleó una columna de 
intercambio fónico CMC 32 equilibrada con fosfato de sodio 50 mM y pH 6.0 
y se cargaron 70 mg de la digestión trlptlca, para aplicar un gradiente 
salino de o a 0.3 M de NaCI. 

Para separar el exceso de NaCI en la muestra, se cargo la fracción da 
NTXr en una columna de Biogel G-10 equilibrada con una solución da 6cido 
acético 10%. Las muestras de NTXr se pasaron postartormente por una 
columna analítica de HPLC C-18 de fase reversa, empleando un gradiente 
de 0-60 o/o de acetonitrllo. Las muestras de NTXr asl purificadas se 
cuantificaron por su absorción a 280 nm, considerando el coeficiente de 
extinción de 1 .14 de la NTX nativa, y finalmente se guardaron sacas a -20 
ºC. 

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE NTXr 

Prueba da toxicidad da NTXr. Para verificar la capacidad tóxica 
de NTXr. se Inyectaron ratones machos CD1 por vla intraperitoneal con 
distintas concentraciones NTX. 

Ensayos da dasplazamlanto da [•2•1J-NTX da membrana• 
slnaptosomalaa da cerebro da rata (fracción Ps). La toxina nativa 
(2µg) NTX se marcó radloactivamente con (1251) por el mllitodo da la 
lactoperoxidasa. como describe Valdlvla et a/., (1992). Cada concentración 
se ensayó por duplicado y loa resultados son el promedio da tres 
experimentos independientes. 

Ensayos alactroflslológlcos. Se empleó la técnica de fijación de 
voltaje con dos electrodos, para medir el efecto de las lsoformaa de NTX 
sobre las corrientes de potasio. Se emplearon ovocitos de rana X. /aev/s a 
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•- cual- - lee Inyectó 10 ngf~lula ele ARNm. que codifica para el canal 
de pot .. lo aubtlpo Kv1 .1, aeglln el protocolo de Ferrer-Montlel y Montal 
(1994), qul6n donó amablemente la clona que codifica para el canal K,,1.1. 

El experimento conalatló en medir la corriente de loa canal•• Kv 1 • 1 
. expraaedoa en au-ncla y preaencla de diferentes concentraciones de laa 
toxinas. Para eato ae fijó el vottaje del ovoclto a - 80 mV y ae aplicaron 
trea pulaoa depolarlzantea a O, 15 y 30 mV durante -50 ma. para abrir los 
canal- de pot .. 10. y ae registró la comente. poatertormente ae agregó la 
toxina a la concentración deaeada. ae dejo Incubar por trea mlnutoa y ae 
repitió el protocolo depolarlzante. La toxina unida, fue lavada del ovocito 
ovoclto pasando 40 mi de aoluclón sobre la c6mara de registro la cual 
tiene un volumen d• 500 µI, ea Indujeron de nuevo laa corrientes de 
pot .. 10 mediante el protocolo, con la finalidad ele ver la recuperación de la 
corriente. 

Loa experimentos electroflalológlcoa fueron llevados a cabo en el 
labOratorlo del Dr. Alberto Darazon, por el M. en c. R. Carlos Mulloz Garay. a 
quienes •• lea agradece au contrlbuelón a eate trabajo. 

Generación de variantes de NTXr. El gen NTXr ae empleó para 
efectuar sobre 6ate mutaciones altlo-eapeclflcas, mediante PCR y 
empleando loa oligonueleótldoa mutag•nlcoa que ae enliatan en el Anexo. 

En el caso de laa mutantes en la llalna 28, - sintetizaron mediante PCR 
recurrente, empleando los miamos oligonucleótldos Indicados en la Figura 
1 de Materiales y M6todoa del articulo publicado, con excepción del 
oligonucleótldo nllmero tres que ea el que lleva la mutaelón. 
La clonación, aecuenclaclón, exprealón, y purlflcaelón de cada una de las 
mutantes - realizó de manera -mejante como ae determinó para el gen 
xa- NTXr. 

Los ensayos de desplazamiento en laa membran .. alnaptoaomalea y 
de bloqueo de canales de potasio Kv1 .1, en ovocltoa por parte de laa 
variantes, - llevaron a cabo en las mismas condlclon- que para la NTXr. 

Modelo tridimensional da NTX. Se empleó el programa INSIGHT 11 
para genrar las estructuras de NTX (Dauplala et al., 1995), ChTX (Bontema 
et.,., 1992), MgTX (Johnaon et al., 1994) y AgTX2 (Krazel et al .. 1995) a 
partir de aua coordenadas de NMR determinad .. y depoattadaa en el Proteln 
Data Bank (PDB). 
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A•8ULTADOS 

Dl-fto, afnt••I•, clonacl6n y -cuenclecl6n del gen Xa-NTXr 

Actualmente no se conoce la secuencia codlflcante del gen de la 
Noxlustoxlna; sin embargo se conoce la secuencia primaria de la proteina 
da NTX la cual tiene 39 residuos da amlno6cldos, (Possani et a/., 1982). 

Mediante la t6cnlca de PCR recursiva se amplificó un producto del 
peso molecular esperado, como •• indica en las Figuras 5 y 6, el cual fue 
purificado para ser digerido con las enzimas de restrlcclon Sal 1 y Hind 111 
y ligado con el vector PCSP105. El vector también fue digerido con las 
mismas enzimas de restricción. Ambos fueron ligados entre si para genrar 
el pl6smido PCSP106 como se indica en la Figura 7. 

El pl6•mldo PCSP106 se usó para transformar c61ula• competente• 
de E. coll DH5a. Se obtuvieron cincuenta clonas; se seleccionaron cinco 
para confirmar por PCR las cu61es tenlan el Inserto del fragmento NTXr 
(ver Figura 8). De las clonas positivas se aisló una para determinar su 
secuencia nucleotldlca, la cual resultó ser la secuencia que codifica para 
el segmento Xa-NTXr (ver la Figura 7). La secuencia nucleotldlca se 
verificó en ambas cadenas. 

l!xpraalón a Identificación del gen p8-Xa-NTXr 

El gen Xa-NTXr •• expresado como protalna da fusión, p9-Xa-NTXr, 
cuando el plúmido pPCSP106 se introduce en la capa de E. COI/ BL21(DE3). 
La producción de la protelna da fusión se Induce con IPTG 0.5 mM. La 
Inducción de la proteína de fusión tanto da NTXr como da ChTX •• confirmó 
en un gel de SDS-PAGE al 15%, como aa indica en la Figura 9. 

En la Figura 1 O se muestra un perfil de purificación da la protelna 
p9-Xa-NTXr, separada por la resina da intercambio lónlco DE52. La 
fracción correspondiente (1) a la protalna de fusión eluya alrededor de una 
concentración da NaCI de 0.25 M. 

El plegamiento de la proteína NTXr se llevó a cabo de acuerdo a Isa 
condicionas Indicadas por Park et a/., (1991). La etapa de plegamiento 
consiste en dializar toda la noche a la fracción correspondiente a la 
proteína de fusión contra un amortiguador da Tria 20 mM pH 8, NaCI 100 
mM y B-ME 1mM a 4 "C. 
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Figura 5 Síntesis de fragmentos de ADN por el mftodo de PCR 
recurrente. La PCR recurrente. consiste en una mezcla de oligonuclcótidos que 
se ensamblan entre sí, como se indica en la figura. Las condiciones de la PCR. 
permiten que se generen subproductos de doble cadena, que se van alargando para 
finalmente, dar un producto de Ja longitud esperada. El exceso de los 
oligonucleótidos más externos, permite que se enriquezca el fragmento final. 
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Figura 6 Síntesis por PCR del fragmento Xa-NTXr. El fragmento Xa-NTXr 
se sintetizó mediante PCR recurrente. como se explica en materiales y métodos, 
Una muestra del producto de PCR se cargó en un gel de poliacrilamida al 15%. 
En Jos carriles uno y tres se pueden observar los productos de PCR 
correspondientes al gen sintético Xa·NTX,. El carril dos contiene marcadores de 
peso molecular. 
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Figura 7 Clonación del fragmento Xa-NTXr en el vector PCSPlOS. La 
banda del fragmento Xa-NTXr se digirió con las enzimas Sal 1 y Hind 111, y se 
ligó con el vector PCSP105 para generar el plásrnido PCSP106. En la parte 
inferior se indica la secuencia nucleotídica del gen Xa-NTXr. En negritas se 
indican los sitios de restricción; los números se refieren a los residuos de 
anúnoácidos en la estructura primaria de NTX; los residuos subrayados señalan el 
sitio de reconocimiento de la proteasa de restricción Xa. 
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Figura 8 Selección de clonas positivas por PCR. Una muestra (1 µl) de un 
cultivo líquido de cada clona, se adicionó directamente a una mezcla de PCR con 
los oligos #1 y #6. En el carril 1, se muestra el marcador de peso molecular; los 
carriles 2-5 son muestras de PCR de clonas positivas, el carril 6 es un testigo 
negativo. 
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Figura 9 Inducción de la protefna de fusión. Se indujo la cepa BL2l(DE3), 
transf'ormada con el plásmido PCSPJOS 6 PCSPJ06, como se indica en material y 
métodos. Se separaron muestras de proteínas de la cepa, antes y después de 
inducir con 0.5 mM de lPTG, en un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 1 O 
%. Carril 1 y 8 marcadores de peso molecular, carriles 2 y 3 muestras antes y 
después de inducir BL21(DE3) PCSPJOS; carriles 4 y 5 muestras de BL2l(DE3) 
PCSP106 antes y después de inducir; carriles 6 y 7 muestras de las fracciones l y 
Il de la purificación por intercambio iónico de la proteína total en DE52 de la 
fermentación para expresar NTXr. 
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Poaterlonnente ae realizó una modificación al protocolo propuesto 
por Park et al. (1991), el cual consistió en eliminar el paao de la 
purificación de la proteína de fusión con la resina DES2. Aaf. despu6s de 
liaar las células y obtener la proteína totel, éata ae diluyó haata una 
densidad óptica entre 1 y 2 a 280 nm. en amortiguador de dl61iaia (Tria 20 
mM, pH e.o. NaCI 100mM, beta mercapt-tanol [B-ME] 1mM). 

Una vez llevado a cabo el plegamiento de NTXr, ae procedió a separar 
la NTXr de la proteína acarreadora, para lo cual ctsta se digirió con el 
factor Xa o con trlpslna. En los primeros experimentos, se empleó la 
digestión trfptlca. pues resultaba mas económico emplear la trlpalna. Una 
muestra de la digestión triplica o de la digestión con el factor Xa se pasó 
a través de una columna de HPLC C 18 semipreparativa. En la Figura 11 se 
Indica el perfil de retención de loa productos de la digestión con trlpslna. 
o con el factor xa. como ae observa de la figura anterior, la digestión de la 
protelna de fusión con el factor Xa permite separar la NTXr de la protelna 
acarreadora, sin generar otros productos de digestión como sucede en la 
digestión triplica. La Figura 12 muestra el porcentaje de reconocimiento 
de los picos de HPLC de una digestión triplica por loa anticuerpos 
pollclonalea. El tiempo de retención 28.0 fue el que dió el porcentaje 
reconocimiento Igual al de la NTX nativa. Como se puede ver de la Figura 
12, otros picos tamblctn son reconocidos por los anticuerpos pollclonalea, 
en los tiempos de retención 28.7S a 30.3 mln; lo que puede Indicar que -
trate de formas de la protelna de fusión parcialmente digeridas unidas a 
NTXr o plegadas de distinta forma. No inves1igamos maa al respecto pues 
la estructura primaria del pico identificado resultó aer la correcta hasta 
loa primeros 27 residuos. Por otra parte se verificó la composición de 
amlnácidos de NTXr, la cual con-eapondló con la esperada, ver Tabla 1. 

El lote completo de la protelna purificada a partir de un litro de 
cultivo ae digirió completamente con trlpalna y ae purificó a travcta de una 
columna de carboxlmetll celulosa CM32 pasando un gradiente salino de 
NaCI de O a 0.3 M y colectando el pico correspondiente a NTXr (Figura 13). 
Esta cantidad colectada se pasó a través de una columna da blogel para 
eliminar la sal presente en la muestra. 
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Figura 10 Purificación de la proteína de fusión P9-Xa-NTX,. La proteína 
total de una fermentación de 1 L de la cepa BL21 (DE3) PCSPI06, se purificó 
por cromatografía de intercambio iónico empleando una columna de resina 
DE52. Después de lavar el exceso de proteína, hasta una densidad óptica menor 
de 0.03 a 280 nm, se eluye la proteína de fusión con un gradiente de NaCI de 50 a 
500 mM en amortiguador Tris-HCI 100 mM y 5 mM de P-ME. La fracción 1 y 11 
corresponden a la proteína de fusión. La fracción 111 corresponde a ácidos 
nucJéicos. 
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Figura 11 Purificación de NTX,.. La proteína de fusión purificada, se digirió 
enzimáticamente para liberar al péptido NTXr. a.- Digestión trfptica de Ja 
fracción J purificada por DES2. Se digirió un miligramo de Ja fracción J en el 
amortiguador de diálisis (ver material y métodos) con tripsina y 2 rnM de CaCl2. 
Se pasaron 500 µg a través de una columna C1s de fase reversa, empleando un 
gradiente de acetonitrilo de O a 60 % y TFA 0.1 %. Se colectaron Jos picos 
cercanos al minuto 28. b.- Digestión con Ja proteasa específica Xa. Se digirió Ja 
tnisma cantidad de 1a fracción 1 con el factor Xa. en las condiciones indicadas en 
el texto y se separó una muestra en las mismas condiciones de HPLC de la Figura 
lla. El asterisco indica el pico correspondiente al tiempo de retención de NTX,. 
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Figura 12 Identificación de NTXr con anticuerpos policlonales. En un 
ensayo de ELISA. se hicieron reaccionar con anticuerpos policlonales anti·NTX a 
las distintas muestras colectadas por HPLC de la digestión trfptica. Se grafica el 
valor de la absorbancia registrada en el detector de ELISA, para cada tiempo de 
retención colectado. En et extremo derecho de ta gráfica9 se indican las barras de 
reconocintiento para NTX y para la proteína de fusión antes de ser digerida con 
tri psi na. 
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Figura 13 Purificación por intercambio fónico de NTXr. Para la 
purificación preparativa de NTXr. se empleó una columna de intercambio iónico 
CMC32 equilibrada con fosfato de sodio 50 mM pH6.0. Se cargaron 70 mg de la 
digestión trfptica de la fracción I y se aplicó un gradiente salino de O a 300 mM 
deNaCI. 
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El rendimiento de NTXr a partir de un cultivo de 1 litro en nuestr
condiclonea ea de 1.3 mg. Eata cantidad ea algnificatlva al - compara con 
la neceaidad de ordenar en nuestro laboratorio a 10,000 alacranea de la 
eapecle Centl'Urolele• no•lu• para obt-r 1 mg de NTX. 

El componente corrreapondiente a NTXr ae purltic6 de este lote a 
trav6a de column- de HPLC C1• aemlpreparatlva y posteriormente ae 
recromatografi6 la muestra empleando una columna e,. analltlca en laa 
condlclonea Indicadas en Material y M6t0doa del articulo publicado. 

AMl"PACIQOS ~ ll...E 

Aap 4.5 4 
Thr 1.93 2 
Ser 3.99 4 
Glu 3.1 2 
Pro 2.01 2 
Gly 3.94 3 
Ala 3.8 2 
Cya N.D. e 
Val 1.88 1 
Met 0.78 1 
lle 1.88 2 
Leu 1.28 1 
Tyr 1.45 2 
Lya e.e5 7 

Tabla 1 Composici6n de am1no6cldoa de NTXr. Se determln6 la compoalcl6n 
de aminoácidos de NTXr por hldrollaia 6clda de una muestra de 2 
nanomolas de NTXr como se Indica en el texto. En la tabla se muestran los 
resultados obtenidos del an61isis y aquellos conocido• para NTX. V.O.
Valores observados, V.E.a Valores -peradOs. 
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El peao moleculer de NTXr •• determinó por eapectroacopfa de mas .. 
resultando aer de 4, 220.45. Este dato fua obtenido por el Dr. Martln dal 
NIH, EEUU., co-autor del trabajo anexo. 

En este trabajo combinamos cantidades conocidas de NTX nativa y 
NTXr, para comparar sus tiempos de retención en una columna da HPLC C 1a 
analftlca. El patrón da eluclón Indica una diferencia en loa tlampoa da 
,.tenclón (Figura 3 del artfculo publicado), alendo da 24.16 mln para NTX y 
24.68 mln para NTXr. 

ACTIVIDAD lllOLOGICA DI! NTXr 

Toxicidad 

Para demostrar al la NTXr presentaba la• propiedad•• bloactlvu ele 
la NTX nativa, aa Inyectaron a ratones por vía lntraparltonaal 
concentraciones conocidas da la NTXr, resultando en la misma LD50 que la 
NTX nativa, 50 µg por 20 g da peso: adam•• •• obaervaron loa mlamoa 
afntomaa de toxicidad que provoca la NTX nativa: aallvaelón y respiración 
acelerada. 

Se demostró que NTXr - capaz de desplazar a 12s1-NTX en el alatema 
de membrana• alnaptoaomalea de rata, en la misma proporción como 
sucede con el desplazamiento da 12•1-NTX por NTX fria. La curva da 
deaplazamlento da NTXr y de NTX son las mismas, ver Figura 4 del artfculo 
publicado (Anexo1). Loa valorea de ICso da NTXraon loa miamos qua loa 
obaervadoa para la NTX. 

ensayos alectroflalológlcoa 

En la Figura 14 se muestra la capacidad bloqueadora de NTX y NTXr 
sobre los canales de potasio Kv 1.1, expresados en ovoeltos de X. /aellfa. Loa 
anaayoa mostraron valores de bloqueo de las corrientes da potasio 
similares para ambas formas. Como se pueda ver de la gntflca B. El lavado 
da la toxina unida a los canales permite recuperaciones por arriba del 90% 
da las corrientes control, lo que es Indicativo da que la unión da la toxina 

33 



. , 
o.o 

o.o 

j 0.7 

.:1 o.e 
-!: 

t::: 
:§ 
" 0.3 

"' 0.2 

º·' 
º .... ,o---~ .• ----.~,---~.7----.• ----<.5 

Los;ltO:TXnat]I.\ 

;~········· NTX e .. · 
~ . --
~ /,,,-
' '· o 

- -11 1 
~ O 20 40 60 80 100 lZO 

:LEL:····· NTXr 
3 --
2 /..-

' o 
~ 1 

o 20 40 60 80 100 120 

Tiempo (ms) 

Figura 14 Ensayo de bloqueo de los canales Kvl.1. Los canales de potasio 
KvLl se expresaron en ovocitos de rana X. lael'is. con el propósito de ensayar el 
bloqueo de NTX y NTXr a distintas concentraciones. La gráfica de la izquierda 
muestra la fracción bloqueada de los canales de potasio. Los registros de la 
derecha muestran el bloqueo de las corrientes de potasio por las toxinas pativa 
(NTX) y recombinante (NTXr). La línea sólida indica la corriente del ovocito 
antes de agregar la toxina. la línea interrumpida indica la corriente en presencia 
de la toxina. la línea punteada indica la corriente del ovocito. recuperada después 
del lavado de la toxina. 
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al canal ea reversible. Las concentraciones de ambas toxinas en-yadaa 
estuvieron en el Intervalo de 0.5 nM a 1000 nM. El valor de ICso para NTX y 
NTXr fu6 de 24.4 nM y 19.8 nM respectivamente. 

Por los resultados obtenidos de los experimentos anteriores, se 
demostró que es posible producir NTXr (no amldada) en cantidades 
significativas y con propiedades bloactlvas (toxicidad en ratones, unión a 
membranas slnaptosomales, bloqueo de canales de potasio) similares a la 
nativa, empleando un sistema heterólogo de expresión de un gen 
sintetizado qulmicamente. 

Generación de variantes de NTXr 

La slntesis del gen NTXr y su producción con propiedades similares a 
la nativa permitió la síntesis de variantes con el mismo esquema de 
expresión y producción, con la finalidad de ensayar las propiedades 
biológicas de estas variantes con respecto a las de NTXr y NTX nativa. y 
asl iniciar estudios de la relación estructura-función de NTX, empleando 
herramientas de biologla molecular. 

En la Tabla 2 se enlistan las secuencias primarias de las variantes 
generadas en este trabajo. Para generar las mutantes sencillas en los 
primeros residuos del extremo amino terminal, se empleó el enfoque de 
"barrido por alanlnas•, que consiste en sustituir el amino6cldo silvestre 
por un residuo de alanlna. Ademas, se sintetizó una doble mutante 
denominada CA[7,29], la cual consistió en sustituir las cisternas 7 y 29 
por alaninas en ambas posiciones. En la estructura de NTX estas cisternas 
forman un puente disulfuro. Las mutantes en la lislna 28 fueron por 
arglnlna y por glut6mlco; no se pudo clonar la mutante correspondiente por 
alanlna. Por otra parte, se sintetizó una mutante truncada ( YNN), 
consistente en eliminar la porción que abarcan los últimos tres residuos 
de NTXr (Y-N-N) con la finalidad de ensayar el papel de esta porción en la 
actividad biólogica de NTXr, ya que como se mencionó previamente, en 
nuestro laboratorio se planteó la hipótesis de que el extremo carbOxilo 
terminal no tiene influencia en las propiedades de pegado y de bloqueo en 
NTX. Todas las mutaciones se confirmaron por secuencia de nucle6tidoa y 
por secuencia de los péptldos expresados y purificados. 
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En••Jlo• de d••P•-•rnlento 

En la Figura 15 se muestran loa resultados de loa ensayo• de 
deaplazami.nto de {1251)-NTX de membrana• slnaptosomale• de cerebro d• 
rata, de algunas de laa variante• en .. yadaa. Se encontró que taa varientea 
T1, 12, 13, N4, V5, K6, T8 y S9 preaentaron las mismas curva• de 
deapfazamlento que la NTX nativa. Por otro lado, las variante• de 1<28 y la 
variante 4YNN dlamlnuyen au desplazamiento hasta por trea ordenes d• 
magnitud. 

En•aJIO• electroflalol6glcoa 

En la Figura 16 se muestran los resultados del bloqueo de canales Kv 
1.1 en ovocltos X.laevis, para las variante• ensayadas. En este alatema 
sólo se ensayaron las variantes de K6, T8, 1<28 y .&VNN. En este caao, las 
variantes de K6 y K8 muestran tener una menor capacidad bloqueadora de 
loa canales de potasio K, 1. 1, con respecto a NTX nativa y recomblnante. 
Las variantes de llslna y 4 VNN se comportan relativamente Igual que al 
ensayo de desplazamiento en la fracelón P3. 

Como se puede observar de los experimentos da desplazamiento de 
{•2SIJ-NTX y del bloqueo de canal•• Kv1.1, la variante .&YNN presenta una 
reducción de dos orden- de magnitud en ambos sistemas ensayados. 
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T1A 
12A 
13A 
N4A 
VSA 
K6A 
CA[7,29] 
TSA 
S9A 
K28E 
K28R 
AYNN 

TllNVKCTSPKQCSl<PCKEL. VGSSAGAKCMNGKCKCVNN 

AllNVKCTSPKOCSl<PCKELVGSS~CMNGKCKCYNN 
TAINVKCTSPKQCSKPCKEl.YGSSit.GAKCMNGKCKCYNN 
TIANVKCTSPKQCSKPCKEl.YGSSAGAKCMNGKCKCYNN 
TllAVKCTSPKOCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN 
TllNAKCTSPKOCSKPCKELYGSSAG.AKCMNGKCKCYNN 
TllNVACTSPKOCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN 
TllNVKATSPKOCSKPCKELYGSSAGAKAMNGKCKCYNN 
TllNVKCASPKOCSKPCKELYGSS~KCMNGKCKCYNN 
TllNVKCTAPKQCSKPCKEL YGSSAGAKCMNGKCKCYNN 
TllNVKCTSPKQCSl<PCKEL YGSSAGAECMNGKCKCYNN 
TllNVKCTSPKCICSKPCKELYGSSAGARCMNGKCKCYNN 
TllNVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKC 

Tabla 2 Gen•racl6n de mutan••• d• NTX por mutag•neala dirigida. 
En la primera línea se indica la estructura primaria de NTXr. Las mutaciones 
puntuales introducidas en NTX se indican en negritas. La mutanre 4YNN tiene 
una deleción de los tres últimos residuos en la porción carboxilo rerminal. Todas 
Jas mutaciones se confirmaron por secuencia de nucleótidos y por secuencia de 
aminoácidos. 
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Figura IS Ensayos de desplazamiento de t2Sl-NTX en membranas sinaplosomales 
de cerebro de rala (fracción P3). A Curva de desplazamiento entre NTX y su 
fbrma recombinante. B Comparación de las curvas de desplazamiento con las 
variantes TIA y 12A. C Variante AYNN. D Variantes K28R y K28E. 
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Curv• de Bloqueo de lsoform•s de NTX, Sobre I•• Corrientes del C•n•I 
de Pot•sfo Kv1.1 

Log[NTJCnatJM 

-+-NTXnal 

1

--NTXr•i= 
i. K28E 

-·*-TeA 

1

-YNN 
-+-K26R 
--+--K~ 

Figura 16 Bloqueo de los canales de potasio Kvl.t por las distintas 
mutantes de NTX. El RNA mensajero del canal Kvl.I, se expresó en ovocitos 
de Ja rana X. /aevis. Se realizaron registros electrofisjoJ6gicos con Ja técnica de 
fijación de voltaje con dos electrodos. Se determinó la fracción de corriente 
bloqueada en presencia de distintas concentraciones de NTX. En la Figura se 
indica el porcentaje de bloqueo del canal Kv 1.1 expresado en ovocito de X. /aevis 
por distintas mutantes a diferentes concentraciones. 
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DISCUSION 

Laa toxinas del veneno de alacrén han permitido estudiar dlatlnloa 
canales de potasio, debido a su especificidad hacia eslas moléculas. Ealas 
comparten un marco estructural común, el cual es una estructura globular 
y compacta, estabilizada por tres puentes dlsulfuro conservados (Bontems 
et a/., 1991; Vila et a/., 1995). Las lsofonnas nalurales de las toxinas 
encontradas muestran variaciones de aminoácidos en su estructura 
primaria, los cuales condicionan ligeras variaciones de la estructura 
secundarla, pero no llegan a cambiar el molivo de la estructura 
tridimensional. Estos cambios permiten que las· toxinas lnleracclonen con 
dlferenle lnlensldad con los canales lónlcos (Olivera et al., 1991). 

Como se Indica en antecedentes, en trabajos realizados por nuestro 
grupo se presenlan evidencias de que en el extremo amino terminal están 
presentes residuos de aminoácidos que pueden estar Implicados en la 
Interacción de NTX con los canales de potasio; también se propone que la 
porción carboxllo terminal de NTX no tiene un papel funcional relevante 
(Gurrola et a/., 1989 y Gurrola y Possanl, 1995). Por olra parte, otros 
grupos han demostrado que la llslna en la posición 27 de ChTX y de la 
AgTX2 juega un papel crucial en la actividad bloqueadora de canales de 
potasio (Goldsteln y Millar. 1993; Hidalgo y McKlnnon, 1995). 

Con base a los datos anteriores, se Inició este estudio con la 
finalidad de generar mutantes puntuales de NTX en la llslna 28, en la 
porción amino terminal y el carboxilo lermlnal. para Identificar aquellos 
residuos que afectan la Interacción de NTX con los canales de potasio 
presentes en fracciones slnaplosomales de cerebro de rala y en canales de 
potasio del subtipo Kv 1. 1 expresados en ovocHos de rana X. /aevts. 

SINTESIS Y i!XPRESION DI! NTXr 

En la primera parte de este trabajo se planteó el diseno de un gen 
slnti6tlco de NTX para expresarlo en un slslema heterólogo, ya que 
actualmente no se conoce la secuencia nucleotídlca del gen que codifica 
para la NTX. Por lo anlerlor, se decidió slnlellzar el gen de NTX con b- en 
su secuencia primaria. 

La síntesis y expresión del gen sinti611co da NTX fue exilosa. Se logró 
expresar y purificar una proteína recomblnante (NTXr) con propiedades 
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qulmlcaa y biológicas similares a las de la NTX nativa. Los datos de HPLC 
muestran que despu6s del plegamiento In vilro de NTX, se produce un pico 
único que eluye aproximadamente en el mismo tiempo de retención qua la 
NTX nativa. lo cual fue un indicio de que se habla favorecido el 
plegamiento correcto de la proteina. La obtención de NTX, en cantidades 
significativas es otro Indicador de que los requerimientos para el 
plegamiento de esta proteína no son muy "complejos". y que la forma 
bloactiva de NTX, esta favorecida en el proceso de plegamiento. 

Esto también lo confirmamos con otras toxinas cortas que fueron 
expresadas con este mismo sistema en nuestro grupo (datos no 
publicados). asl como por otros grupos (Park y Miller. 1992; Garcia-Calvo 
et a/., 1993; Krszel et a/., 1995). A este respecto, existen estudios sobre 
la síntesis química de toxinas cortas de alacrén, en donde se explica qua 
el proceso de plegamiento astil termodinalmlcamente favorecido hacia la 
forma bioactiva (Sabatler et al., 1998). Cabe decir que, para al caso da 
NTX,, no se han realizado experimentos a tiempos de plegamiento mals 
cortos, para definir su tiempo mlnimo de plegamiento. Ademals, en este 
trabajo se demostró que ea posible que se lleve a cabo el plegamiento de 
NTX,, antes de la digestión, a partir de la proteína total, obtenida después 
de Usar las células sin necesidad de purificar la proteína de fusión. 

La actividad de NTX, In vivo (ensayo de toxicidad en raton-), el 
reconocimiento por los anticuerpos policlonalas anti-NTX, los ensayos de 
desplazamiento de 1251-NTX de membranas ainaptosomalea de rata y del 
bloqueo de canales da potasio Kv 1. 1, son similares a los da la toxina 
nativa. Esto permita decir qua la NTX, asta conservando una estructura 
terciaria similar a la nativa. 

SINTl!SIS DI! VARIANTES PUNTUALES DI! NTX 

Para generar las mutantes de NTX se eligió el enfoque da "barrido 
por alanina", ya que esta metodología ha demostrado ser adecuada para 
Introducir cambios que permiten decir si las cadenas laterales, da los 
aminoalcidos sustituidos. son importantes para la función. Esta estrategia 
ea conveniente, además, porque las mutaciones introducidas pocas vec
provocan cambios en la estructura (Cunningham y Welis, 1989; Wella, 
1991). 

Por otra parte, como se observa de la Figura 1, las secuencias y las 
estructuras de las distintas toxinas cortas bloqueadoras de canales de 
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potasio Indican que, si se mantiene el consenso de clstelnas, estas toxinas 
pueden aceptar diversos cambios de amlnoécldos, asl como eliminaciones, 
sin observar cambios en su estructura terciaria (Vita et al., 1993; Johnson 
et al., 1994; Dauplals et al .. 1995; Deleplerre et al., 1997; Gómez-Lagunaa 
et al., 1996). 

Todas las mutaciones sobre el gen sintético de NTX se confirmaron 
por secuencia nucleotldlca. A excepción de la mutante C[7/29JA, no se 
presentaron problemas en la expresión y purificación de las protelnas 
expresadas. La generación de las lsotormas de NTX, permitió detectar que 
algunos residuos no son Importantes (T1, 12, 13, N4, VS y S9), en la unión a 
membranas slnaptosomales, mientras que otros residuos si lo son (K6, TB) 
en la unión a membranas y en el bloqueo de canales de potasio Kv1 .1: 
además de que también parecen ser importantes en la actividad de NTX, la 
K28 y la porción carboxilo terminal que abarca los residuos de Y37, N38 y 
N39. 

Para analizar los resultados obtenidos en este trabajo, se discuten 
primero los sistemas empleados para ensayar las mutantes obtenidas y 
posteriormente se discuten aquellos resultados que implican a la K28, los 
residuos de amlnoécidos del extremo carboxllo terminal y, finalmente, los 
del extremo amino terminal de la NTX. 

ENSAYOS CON MEMBRANAS SINAPTOSOMALl!S DI! Cl!Rl!llRO DI! RATA 
Y CANALES DE POTASIO EXPRESADOS EN OVOCITOS DI! RANA. 

En el presente trabajo se utlllzaron dos ensayos para estudiar las 
Interacciones de NTX y sus lsotormas. Uno de ellos es el ensayo de 
desplazamiento de 1"s1-NTX, de la tracción P 3 de membranas 
sinaptosomales de cerebro de rata; el otro ensayo emplea la expresión de 
ANA mensajero de un canal de potasio en ovocltos de rana, para realizar 
registros electrotlslológlcos sobre estos. 

Los ensayos de unión de las toxinas de alacranes. serpientes y 
abejas, a las preparaciones membranales de cerebro de rata han permitido 
estimar las afinidades de éstas hacia las poblaciones de canales de 
potasio dependientes de voltaje, presentes en estas preparaciones (Rehm, 
1991). El ensayo de unión de las toxinas y de térmacos especltlcos con 
las tracciones membranales, también ha demostrado la presencia de varios 
subtipos de canales de potasio (Butler et al., 1993; Rettlg et al .• 1994). 
Por lo anterior, las membranas sinaptosomales de cerebro da rata son un 
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material adecuado para eatudlar laa lnteracclonea de las toxinas con -o• 
canalea. 

Hay evidencia da que loa canal•• da potaaio, en laa fracciona• 
alnaptoaomalea, que son afectado• por ChTX. NTX y MgTX. aon en au 
mayoría haterotetrémeros de las subunldades Kv1.2 y Kv1.3 (Knaua et a/., 
1995). En condiciones nativas. las subunldadea de un mismo aubtlpo pueden 
asociarse entre sí para formar heterotetrémeros: la proporción de laa 
aubunldades es variable aegún cada tipo celular (Xu et al •• 1995). Así. los 
hetarotetrémeroa tienen diferente• afinidad•• hacia las toxina•. Se ha 
damoa1rado qua hay dlfaranclaa en la magnitud da la lntaraeclón de ChTX 
hacia distintos hatarotatrémaroa del canal da potasio tipo Shüer (Naranjo 
y Millar, 1998). Ademéa, en ar caso ·da la dendrotoxlna (DTX). •• ha 
demoa1rado que cada aubunldad del canal Kv 1.1 contribuye en la unión 
eapacífica con la DTX (Tytgat et a/., 1995). 

La caracterización electrofl~ológlca de los canales lónlcoa y la 
medición fina de su Interacción con las toxinas, es sólo poalble al - alata 
un canal o una población homog•naa del canal. Una metodología que ha 
resultado ser adecuada ea la expresión del mRNA de roa canalaa en el 
sistema de ovocltoa de la rana X. /aev/s, descrita por Ferrar-Montlal y 
Montal (1994). Este anaayo permite controlar laa condicione• an lu cualaa 
una población homog6naa da canales da potasio es activo. En -· trabajo 
aa expresó el canal Kv 1. 1 an loa ovocltoa. 

Las secuencias an la reglón dal vestíbulo de loa canal- da potaalo, 
dependientas de voltaje, a paaar da aatar altamente conaarvadaa, 
preaentan dlfarenclaa qua Influyan en las aflnldadea por laa toxlnaa (-r 
Figura 17). Por ejemplo: la ChTX presenta una Ko• 120 nM en al canal de 
potaalo tipo Shaker. por otro lado, una mutación (F425G) en •- mlamo 
canal provoca una diamlnuclón en la Ko• 50 nM, mientras qua una dobla 
mutante (F425G, F427Q) tiene una Ko• 5 pM (Stocker y Millar, 1994). Por 
otra parte. las afinidades de NTX hacia dlatlntoa canalea da potasio ea 
variable, por ejemplo: NTX tiene una Ko• 390 nM hacia el canal da potasio 
rectificador tardío (Carbone et a/., 1982). hacia el canal Kv1.3 tiene una 
Ko• 0.2 nM (Alyar et al., 1995) mientras que presenta una Ko- 450 nM hacia 
al canal de potasio dependiente de Calcio de gran conductancla (Valdlvta et 
a/., 1988). Otras diferencias. que Influyen en las afinidades de loa canal
por laa toxinas. son que las condiciones del medio de ensayo son dlatlntas 
en los experimentos de unión a membranas slnaptosomalaa y en los 
experimentos de bloqueo da canales en ovocltos; estas condicionas 
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Figura 17 A Esquema propuesto por Aiyar et al., 1996 de la región del poro 
en et canal de potasio Kv 1.3; la numeración se basa en la secuencia del 
canal Shaker. B. Secuencias de aminoácidos en la región del poro de cuatro 
subtipos de canal de potasio. En negritas se indican los residuos que se han 
propuesto que forman parte del filtro de selectividad. 
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Incluyen: temperatura, pH. fuerza fónica, composición bioquímica de cada 
preparación (patrones de gflcosilaclón de las subunldades a, presencia de 
otras subunldades protélcas que pueden Interactuar con los canales de 
potasio). También se ha sugerido que la Integridad funcional de los canales 
de potasio en la fracción membranal puede estar afectada (Lew et al., 
1997). 

FUNCION DE LA LISINA 28 EN LA NOXIUSTOXINA 

En las toxinas de alacrán se han identificado distintos residuos 
Implicados en las propiedades de unión de ras toxinas cortas con los 
canales de potasio (Stampe et al., 1994; Harvey et al., 1995). Entre estos 
aminoácidos existe uno que juega un papel crucial, relacionado con la 
capacidad de estas toxinas para bloquear las corrientes de potasio. Este 
aminoácido es un residuo de flslna, que se encuentra conservado en todas 
las toxinas cortas de alacranes caracterizadas hasta hoy; por ejemplo 
ChTX, AgTX2 y NTX (Bontems et al .. 1992; Oauplals et al., 1995; Krezel et 
al., 1995) (ver Flguras1 y 19). Para ChTX y AgTX2 se trata de la flslna 27. 

En estas toxinas ya se ha demostrado la función central de este 
residuo (Goldstein y Mlller, 1993; Hidalgo y McKlnnon, 1995). La función de 
esta llslna "activa" esta relacionada con la propiedad de las toXlnaa para 
.bloquear los canales de potasio. La cadena lateral de la llslna penetra en el 
poro del canal y el grupo e-amino bloquea el flujo de los Iones de potasio, 
que son conducidos a través del poro (Gianglacomo et al., 1992; Goldsteln y 
Millar, 1993; Aiyar et al., 1995; Aanganathan et al .. 1996), (ver Figura 4). 
La longitud de la cadena alifática de la llslna activa no afecta las 
propiedades de bloqueo de lsoformas sintéticas. En estas lsoformas (no 
naturales) se ha sustituido la cadena lateral de la llslna con cadenas más 
cortas, pero conservando el grupo amino en el extremo de la cadena; de 
esta manera, su efecto en la potencia de la toxina es pequel'lo o no cambia. 
Por otra parte, el papel de la amina tennlnal se demostró al sustituir por 
asparaglna o por norleucina (que asemeja a la lislna pero carece de la 
amina). Estas modificaciones reducen la potencia de la toxina en 300 
veces (Alyar et al., 1995). 

En la molécula de NTX la K28 ocupa una posición similar a la llslna 
activa de ChTX y AgTX2 (ver Figuras 18 y 19). Los datos obtenidos en este 
trabajo, son Indicativos de que la Lls28 de NTX, que se encuentra 
estructuralmente en la misma posición, tiene un papel similar al descrito 
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Figura 18 Comparación de las superftcles de unión de tres toxinas de 
alacr6n y una toxina de anémona marina. Los residuos imponantes en la 
actividad de estas toxinas, se localizan en una superficie plana. La lisina activa 
(azul) se ubica en el centro de estas estructuras, para que su cadena lateral penette 
en la región del pora del canal y bloquee el flujo de los iones de potasio. Los 
residuos aromáticos e hidrofóbicos (amarillo) contribuyen a Ja estabilidad del 
complejo toxina-canal. Otros residuos básicos (azul) en esta superficie también 
contribuyen en esta interacción. 
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propuesto para la K27 de ChTX y de AgTX2. La mutante K28E de NTX - une 
con menor afinidad a la fracción slnaptosomal; sin embargo, la mutante 
K28R se une en la misma proporción que NTX. La cadena allf6tlca de 
glutámlco es de menor longitud y el car6cter negativo de la cadena lateral 
de la mutante K28E puede aumentar aún más la Inestabilidad del complejo. 
Esto se puede explicar por la presencia de cuatro residuos de asp6rtlcos 
(0402) en la entrada del poro del canal, como se propone en el modelo de 
Alyar et al., (1995) y Ranganathan et al., (1996), los cuales pueden repeler 
al residuo de glutámlco de la mutante K28E (ver Figura 17). En el caso de 
la mutante K28R, se observó que la afinidad hacia los canales de 
slnaptosomas es la misma que la toxina nativa, mientras que en el bloqueo 
de canales Kv1 .1, esta mutante tiene el mismo comportamiento que la 
mutante K28E. La misma Interacción con los slnaptosomas de K28R, podrfa 
sugerir que, el sitio donde Interacciona la Hslna activa depende de la 
carga y no del grupo cargado en la cadena lateral, la arglnlna tiene una 
cadena alifática de menor longitud y el volumen del grupo guanldlno es 
mayor al del grupo amino de la llslna. Sin embargo, antes de asignar una 
forma altematlva de Interacción, es necesario que los canales de cerebro 
de rata, sean expresados en el mismo sistema en donde esta siendo 
expresado el canal Kv1.1, para que los experimentos sean comparablea. 

Por otra parte, ambas mutantes, K28E y K28R, bloquean los canales 
de potasio Kv 1. 1 , a concentraciones mayores que la nativas, ambas tienen 
la mayor IC50 de todas las variantes ensayadas, 10.8 µM y 7.41 µM 
respectivamente, lo cual coincide con datos para mutantes en la K27 de 
ChTX y AgTX2, en donde se observa que estas mutantes de K27 tienen el 
máximo efecto desestabilizador del complejo toxina-canal, representado 
por los mayores valores de la constante de disociación. (Goldsteln y Millar, 
1993; Hidalgo y McKlnnon, 1995). 

RESIDUOS DEL EXTREMO CARBOXILO TERMINAL 

AMIDACION DEL CARBOXILO TERMINAL 

Una diferencia que presenta NTX,, en comparación con 1á NTX nativa, 
fue la ausencia de la amldaclón en el extremo carboxllo terminal. Eato se 
pudo demostrar por la diferencia en los tiempos de eluclón en HPLC como 
lo demostraron previamente Nutt et al. (1992). Datos previos de HPLC y de 
NMR Indican que la NTX se encuentra amldada · en el carboxtlo terminal y 
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que corresponde al residuo de la asparaglna 39 (Nutt et al., 1992; 
Orakopoulou, et al., 199S; Oauplals et al., 199S). Este tipo de mOdlflcaclón 
postraducclonal es un requerimiento para la actividad biológica de algun
toxlnas, de ciertos neuropéptldos y hormonas. En la apamlna, una 
neurotoxina del veneno de abeja, la amldación en el extremo amino 
terminal es importante para su actividad bloqueadora de canales de K 
activados por calcio y de baja conductancia (Devaux et al., 199S). La toxina 
POS, del alacrán Anclroctonus mauretanlcus mauretanlcus, no esta amldada 
naturalmente en el extremo carboxilo terminal, pero un análogo sintético 
amidado en esta posición, provoca que POS se una irreversiblemente a su 
receptor (Sabalier et al., 1993). El papel de otras modificaciones 
postraduccionales en toxinas de alacrán puede ser importante, como to es 
el caso de la ChTX, que presenta una modificación en el primer residuo (E), 
el cual está en forma de piroglutamato (Gimenez et al., 1988). La ausencia 
de esta modificación en ChTX afecta sus propiedades bioacllvas. En el caso 
de la NTX, demostramos que la ausencia de esta modificación no influye 
en las propiedades biológicas ensayadas de NTX,_ ya que los datos de 
toxicidad en ratones, unión a sinaptosomas y bloqueo de canales Jónicos Kv 
1. 1, son similares a los descritos para NTX nativa. La ausencia de esta 
modificación postraduccional en NTX, se debe a que en E. coli no se 
realizan estas modificaciones. 

RESIDUOS Tlr-Asn-Aan ('1YNN) 

Para el caso de la mutante consistente en fa eliminación de los 
tíltfmos tres residuos ('1YNN), se observó, por HPLC que, la supresión de 
este péplido no modificó su tiempo de retención con respecto al de la NTX, 
mientras que su capacidad de desplazamiento de 12s1-NTX, a las 
membranas, disminuye un orden de magnitud, y su capacidad de bloqueo de 
los canales de potasio presenta una ICso de 5.87 µM, la ICso de NTX es de 
24.4 nM. 

Analizando un modelo hipotético de la región del poro del canal Kvl .3 
(Figura 17), y su Interacción con otras toxinas, se podría predecir que la 
asparagina 39 puede estar interaccionando con alguno de los aminoácidos 
de la base del canal (Aiyar et al., 1996). Esta asparagina está ocupando una 
posición espacial relativa similar a la A25 de ChTX y a la A24 de AgTX2 
(ver la Figura 18 y Figura 19). La Importancia de estos dos residuos en la 
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Figura 19 Superficie de unaun de Ja NTX. La hoja 13-pJcgudu de Ja n1olécu?a 
es una superficie plana~ en la que se localizan residuos in1portantes paru Ja 
actividad de NTX. Lu K28 (azul) 'e localiza en el centro de esta superficie. La 
Y37 y la 1'v130 (an1arillo) en otrus toxinas son importantes para Ja unjón con Jos 
canales de potasio dependientes de voltaje. La N39 y la N31 (púrpura) se 
localizan en posiciones aproxinu1das a residuos que son in1portante.s en ChTX y 
AgTX. ver texto. 
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Interacción con el canal de potasio tipo Shaker ha sido demoatradO para 
ambas toxinas (Park y Millar, 1992; Krezel et al., 1995). El residuo 
arométlco (tlroslna) se encuentra conservado en varias toxinas cortas de 
alacrén. Los experimentos de mutagénesls lo Identifican como un raalduo 
que participa en la unión de ChTX y que forma parte del grupo de 
aminoácidos energéticamente importantes para el bloqueo del canal de 
potasio. Este residuo interactua con la M44B del canal Shaker.. Para el c..o 
de la ChTX, esta diada esté formada entre la K27 y la Y36, para la AgTX2 
es la K27 y la F25 (ver Figura 18). 

Establecemos que, a diferencia de la hipótesis de Gurrola y Possanl 
(1995), en la porción carboxllo terminal de NTX existen amlnoAcldoa 
Involucrados en la unión de NTX con los canales de potasio de 
slnaptosomas y los canales Kv1 .1. Sin embargo, es necesario dlscemlr el 
papel relativo que tiene cada uno de los residuos eliminados en dicha 
Interacción. 

RESIDUOS EN EL EXTREMO AMINO TERMINAL 

En la Figura 20 se indica la posición de los residuos del amino 
terminal. Las variantes T1, 12, 13, N4, V5, y 59, substituidas por alanlna, 
no mostraron una modificación de las propiedades de unión de NTX, a 
membranas sinaptosomales. ya que sus curvas de desplazamiento fueron 
las mismas para la NTX nativa y la NTX,. Por otra parte, el efecto de estas 

·mutaciones en la Interacción con el canal Kv 1 . 1 no fué probado. 

LISINA 9 

Los ensayos funcionales de la mutante K6A demostraron que es un 
residuo Importante en el bloqueo a los canales Kv1 .1 (ICso= 3.33 µM) pero 
no en la unión a la fracción slnaptosomal. La K6 se localiza en una asa de 
la porción amino terminal de la toxina. Este residuo de llslna ademés se 
encuentra dispuesto en un plano opuesto al de la K28. La cercanía con la 
TS, otro residuo de NTX que se demostró que también es Importante, 
permite sugerir que la K6 estarla Interaccionando con algún residuo de las 
asas HS de la subunldad a del canal de potasio y que forma parte de la 
pared del vestíbulo del canal, como se Indica en las Figuras 17 y 22. La 
presencia del residuo E378 en el canal Kv 1 . 1, cercano al residuo de la H380 
que Interacciona con la TS, lo hace un candidato a mutagenlzar para 
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establecer si este Interacciona electrostáticamente con la K6. Se ha 
demostrado en otros trabajos que ocurren Interacciones electrostáticas 
entre residuos de toxinas y residuos del canal (Stocker y Millar, 1994). En 
ChTX se demostró que el residuo K11 Interacciona electrostáticamente con 
la K427 sobre el canal tipo Shaker (Stocker y Mlller, 1994). En NTX existe 
también una lisina en la posición 11. En los canales Kv1.1, Kv1.2 y Kv1.3, la 
posición homóloga a la 427 del Shaker esta ocupada por una serlna, una 
prollna y una asparagina, respectivamente; por lo que una Interacción 
electrostática sólo se podría establecer con la arglnina del canal Kv1 .3. 

La Identificación del residuo de K6 permite proponer otraa 
mutaciones sobre esta misma posición. para tratar de establecer la 
naturaleza de su Interacción con el canal de potasio Kv 1. 1. El hecho de que 
la mutante K6A no varíe sus propiedades de unión hacia los canales de los 
slnaptosomas puede explicarse porque en estos canales, Kv 1.2 y Kv 1.3, la 
Interacción entre la K6 y el receptor no sea relevante en el fenómeno del 
desplazamiento de 12sf-NTX: esto es. que este residuo no contribuye en la 
asociación de la toxina con el canal. Otra explicación es que no existan 
residuos sobre estos canales que puedan Interactuar con la K6 o que esta 
Interacción no sea critica en la unión a los sinaptosomas. Cabe recordar 
que en las preparaciones slnaptosomales están presente• 
heterotetrámeros de los subtipos Kv1.2 y Kv1.3, y loa sitios de Interacción 
pueden ser diferentes a aquellos del homotetrámero de Kv 1 . 1 . 

PUENTE DtSUL~URO 7-29 

En este caso, se detectó la expresión de la proteína de fusión de esta 
variante, sin embargo no fue posible aislar el péptldo correspondiente por 
HPLC, ya que no se detectó un pico en el tiempo de eluclón esperado. Esto 
puede deberse a que el plegamiento de la variante fué diferente o qua al 
péptldo no sea estable a la digestión enzimática, lo cual puede ser 
Indicativo de la Importancia de este puente dlsulfuro para el plegamiento 
y la estabilidad de NTX. Hay que recordar que loa tres puentea dlaulfuro da 
NTX forman un núcleo compacto. 

SI el tiempo de retención de esta mutante varió en HPLC, un ensayo 
de ELISA empleando anticuerpos pollclonales antl-NTX de los péptldos 
aislados por HPLC podría ayudar a identificar la presencia de un 
componente parcialmente plegado de esta variante de NTX,. Existen datos 
en donde el papel del puente dlsulfuro equivalente al 7-29, en la 
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Figura 20 Porci6n amino terminal de NTX. Los residuos K6 y TS que 
afectan et bloqueo de los can~tles Kvl .1. se encuentran alejados de la superficie de 
unión de NTX. Si el plano que definen los residuos de Ja superficie de unión. 
están en contacto con ta base del canul (Figura 4) entonces Ju K6 y Ja TS se 
encuentran por arriba de este plano. y podrían interaccionar con algún residuo de 
Ja pared del vestíbulo del canal. 
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scyllatoxina, no influye en las propiedades de plegamiento ni en su 
afinidad hacia slnaptosomas de cerebro de rata y toxicidad en ratones 
(Sabatler et al., 1996). Para el caso de NTX, entonces, este puente puede 
ser Importante para su plegamiento y/o para la establlfdad de la mol6cula. 

TREONINA 8 

La mutante TSA mostró que la treonlna participa en la Interacción 
con el canal Kv 1 . 1 • expresado en ovocitos: por otro lado, no se hicieron 
ensayos de desplazamiento con este péptfdo. Este residuo en el modelo de 
fa molécula de NTX se ubica en la cara opuesta a la reglón de la hoja B, 
que está en contacto con el poro del canal. La Te se encuentra en·una asa 
en el extremo del eje principal C-22A) de la toxina. En el modelo del poro 
del canal de potasio Kv1.3, se ha podido definir que el mismo residuo de 
TS en ChTX Interacciona con fa Gfl380 del canal Kv 1.3. En este caso, -esta 
Interacción es relevante en la unión de ChTX con la reglón del poro del 
canal (ver Figura 17) (Afyar et al .. 1995). 

Para fa NTX, la Interacción de la TS se establece, por homología, con 
la Hls380 del canal Kv 1 .1; éste residuo se localiza cerca del borde del 
vestíbulo del canal (ver Figura 17). 

En nuestro grupo se caracterizaron dos isoformas naturales de 
toxinas, bloqueadoras de canales de potasio (P12 y Pl3). del alacrán 
Pandlnus lmperator que difieren tan sólo en un residuo en la posición 7: 

·una prolina en Pf2 y un glutámfco en Pl3. En NTX este residuo equivale a la 
prolina 1 O. Los ensayos de bloqueo de canales Shaker B, expresados en 
células Sf9 de Insecto. mostraron que Pf2 tiene una Ko= 8.2 nM, mientras 
que P13 tiene una Ko= 140 nM (Gómez-Lagunas et al., 1996). Por otra parte, 
una isotorma de ChTX, denominada CTX-2, que también muestra una 
sustitución de la Vals por un residuo de glutámlco, presenta una 
disminución en la capacidad de desplazamiento con respecto a ChTX 
(Harvey et al., 1995). Así, los datos anteriores Indican que la reglón amino 
terminal, o sea los primeros nueve aminoácidos de NTX, también participa 
en la Interacción con residuos sobre el canal de potasio Kv 1 • 1 . 

ANALISIS DE LA RELACION ESTRUCTURA-FUNCION EN NTX 

La molécula de la NTX comparte varias caracteristlcas de las toxinas 
cortas de alacrán. Esta es una molécula globular y compacta con un 
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plegamiento a1p, y est6 estabilizada por tres puentes dlsuffuro, •- cuaJ
forman un núcleo compacto. La presencia de siete residuos de llalna 
Inducen un potencial positivo alrededor de la mol6cula. La mol6cula de 
NTX, al Igual que otras toxinas cortas, es una estructura rfglda, sus 
elementos de estructura secundarla son una h61ice corta que abarca loa 
residuos 10 a 20; presenta tres cadenas B plegadas, las cuales forman una 
hoja B. (ver Figura 2). Asf, la estructura globular de NTX presenta d
caras distinguibles, una definida por la hoja B y la otra por la h611ce 
(Dauplais et a/., 1995). 

En el estudio de la Interacción da distintas toxinas bloqueadoras de 
canales de potasio, se ha definido la presencia de residuos da amlno6cldoa 
sobre las toxinas que son Importantes en la actividad da bloqueo y las 
propiedades de unión con el canal da potasio. Asf, para el caso de la ChTX, 
se ha detectado una reglón da la mol6cula en donde se localizan est
reslduos (Stampa et al., 1994). Estos autoras han clasificado a loa 
residuos da ChTX como cruciales, Indiferentes y no Importantes. Por otra 
parte, Hidalgo y McKlnnon (1995) midieron la Intensidad da la lnteracelón 
entre los residuos da la AgTX2 con residuos complementarlos, sobra el 
poro del canal da potasio tipo Shaker B y calcularon termodln6mlcamente 
cada una de estas fuerzas. Para el caso da la AgTX2 estos residuos aon: 
K27. R24, R30, F25 y M30; para la ChTX son: K27, R25, N30, Y38, W14 y 
M29. En la Figura 18 se pueden observar la disposición espacial de -
residuos. 

El par toxina-canal, es un ejemplo de Interacción de un par llgando
receptor, en donde la Interfase entre las dos mol6culaa la forman varios 
resluos. pero sólo un grupo de estos residuos son Importantes en la 
estabilidad termodinámica del complejo. Por ejemplo, la afinidad de la 
hormona humana del crecimiento (hGH) hacia su mol6cula receptora 
(hGHbp), depende de manera critica de ocho residuos que forman un "parcha 
compacto". Este parche Interacciona con residuos de la mol6cula r-ptora 
formando una Interfase (hGH-hGHbp). El área da la Interfase hGH·hGHbp 
abarca una superficie mayor que al área del parche, sin embargo, la 
contribución energética a la estabilidad del complejo hGh·hGHbp depende 
de los residuos del parche y al cual denomina epltope funcional, Walla 
(1996). Por otra parte, Jones y Thomton, (1996) analizan algunos 
complejos protefna-protefna depositados en al POB, estos autoras 
proponen la presencia de un "parche hldrofóblco" en las interfases da 
Interacción protefna-protefna, al cual permita estabilizar estos 
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complejos. 
Así, el par toxina-canal de potasio, parece no ser la excepción en 

cuanto a la presencia de un parche de residuos energétlcamente 
Importantes concentrados en la Interfase y que proven estabilidad al 
complejo. La llslna activa junto con los residuos Indicados eatarían 
formando parte de una superficie de unión, todos estos residuos se 
localizan en la cara de la B-plegada. Así, un grupo de cuatro o cinco 
aminoácidos que Incluye a la lislna activa, residuos aromáticos, la 
metlonlna, los residuos de arglnlna y asparaglna de la ChTX y la AgTX2, 
definirían la cara de estas toxinas cortas, que Interaccionan con la reglón 
del poro de los canales de potasio dependientes de voltaje (ver Flgura18). 
Sin embargo, otros residuos que no se localizan en esta superficie de 
unión, pueden contribuir en la Interacción de la toxina con el canal. La 
mayor parte de las interacciones entre las toxinas cortas. se darían con 
ciertos residuos de la base del canal de potasio (Alyar et a/., 1995), 
mientras que, en teoría, son posibles otras Interacciones entre la toxina y 
el canal por existir una superficie de contacto mayor a la definida por el 
grupo de residuos concentrados alrededor de la lislna activa de la toxina. 

El mecanismo probable para la Interacción de NTX con los canales 
Kv1.1, 1.2 y 1.3, es el mismo que para ChTX y AgTX2, por comparación de 
los modelos de Miller (1992) y Alyar (1995). Así, Ja K28 de NTX es la 
Jlslna activa, la cual penetra en el poro del canal que conduce a los Iones 
potasio. Los residuos de M30, N39. N31 y Y37 formarían el grupo de 

. residuos Involucrados en la establlizaclón de la Interacción de NTX con el 
vestíbulo del canal (ver Figura 19). El papel de estos residuos, se tiene que 
demostrar con experimentos de mutagénesls dirigida, ya que, en el caso de 
la mutante truncada ~YNN, se debe definir la contribución de cada uno de 
Jos tres residuos a la unión de NTX a sinaptosomas y al bloqueo del canal 
de potasio Kvl.1 . 

Correlación con datos previos. Como se Indica en los 
antecedentes, en nuestro grupo (Gurrola et al., 1989; Vaca et al., 1993 y 
Gurrola y Possani, 1995) se demostró que péptldos de la reglón amino 
terminal de NTX, son capaces de desplazar a 12s1-NTX de las membranas 
slnaptosomales y de bloquear los canales de potasio dependientes de 
calcio de baja conductancla de células endotellales de aorta bovina, 
además de ser, algunos de estos, tóxicos a ratones. El péptldo mínimo de 
NTX que tiene actividad bloqueadora es TllNVK (ICso- 495.34 µM), el cual 
Incluye a Ja lislna 6 y que se Identificó en este trabajo como Importante. 
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Figura 21 Modelo esquemático de la interaccl6n NTX-canal. Este modelo 
se basa en el propuesto por Miller (1995). Se muestra el espacio en el vestíbulo 
del canal formado por las regiones del poro (P) del canal. El canal del poro se 
localiza en Ja parte central en la base del vestíbulo. Las dimensiones del canal, 
penniten a NTX acomodarse en el vestíbulo. La hoja B-plegada de NTX contacta 
Ja base del canal con los residuos K28, Y37, M30, N31 y N39; los residuos K6 y 
T8 están en un plano distinto a la hoja E-plegada y es posible que contacten a 
residuos de las paredes del canal. 
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El nonapéptldo TllNVKCTS tiene actividad tóxica (200 µg/20g de peeo) y 
de bloqueo (IC50-43.3 µM) e Incluye, además de la K6, a la TB, la cual •• 
Importante en el bloqueo del canal Kv 1.1. El elcosapéptido 
TllNVKCTSPKQCSKPCKEL también es tóxico (200 µg/20 g de peso) y 
bloquea con una IC50-4.94 µM, por lo que se puede suponer. que hay mú 
residuos que interaccionan con el canal de potasio de baja conductancla. 
NTX es tóxica a -so µg/20g de peso y bloquea con una IC50- 0.31 µM. 
También los péptldos del extremo amino terminal de NTX, pueden desplazar 
1251-NTX de las membranas slnaptosomales de rata, por ejemplo, lo• 
péptldos 1-14, 1-21 y 11-39, con una IC5o ·de 160, 800 y 250 nM 
respectivamente, Gurrola, (1994). En este trabajo. se demostró que la K6 y 
la Ta son parte de los residuos involucrados en la reglón amino terminal 
de NTX para bloquear al canal Kv1.1 (ver Figura 20). pero estas mismas 
mutantes desplazan a 1251-NTX Igual que NTX nativa. por lo que se pueda 
decir que los residuos per se, no son Importantes en la Interacción con los 
canales slnaptosomales pero si contribuyen al bloqueo de los canales 
Kv 1 .1. Estos resultados ayudan a explicar por que los péptldos sintéticos 
de la región amino terminal de NTX son capaces de desplazar a la 12s1-NTX 
y de bloquear los canales de potasio: en estos péptidos están presentes los 
residuos de K6 y Ta, estos pueden competir con 1251-NTX, en los sitios del 
canal en donde la K6 y la Ta Interaccionan con el canal de potasio. Los 
péptldos de más de nueve residuos desplazan y bloquean a menor 
concentración, por lo que se puede pensar que hay más residuos en el 
amino terminal que contribuyen en la Interacción de NTX con el canal. La 
generación de otras mutantes puntuales en esta reglón de NTX ayudar4i a 
Identificar estos residuos. 

Estos datos son indicativos de que la porción amino terminal, aunque 
no forma parte de la superficie de unión concentrada alrededor de la llslne 
2a, si forma parte de la Interfase toxina-canal. que está en contacto con 
el vestibulo del poro y contribuye con los residuos K6 y Ta al bloqueo del 
canal Kv1.1. También, cabe mencionar, que los residuos que contribuyen a 
una interacción especifica con el canal de potasio no necesariamente se 
concentran en la superficie de unión. En la Figura 21 se muestra un 
esquema hipotético de la interacción de NTX con el canal de potasio Kv1 .1 
basado en los modelos que se han propuesto para la interacción de toxinas 
cortas con canales de potasio dependientes de voltaje. Por lo anterior, -
establece que en la región del amino terminal de NTX existen amino6cidoe, 
K6 y Ta entre ellos, que contribuyen en la unión con los canales de potasio 
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Kv 1.1. Sin embargo, queda por determinar la naturaleza de esta Interacción 
y su posición relativa dentro del veatlbulo del canal. Por otra parte, para 
poder comparar estos resultados con loa datos observados en loa canales 
de slnaptosomas es necesario expresar esos canales en el sistema de 
ovocltoa en donde se expresó el canal Kv 1. 1, ya que, la organización de loa 
canales dependientes de voltaje, en cerebro, es compleja debido a la 
formación de heterotetrámeros de loa canales Kv 1.1 y Kv 1.3. 

En cuanto al papel de la porción carboxilo terminal, en experimentos 
previos Gurrola, (1994) se encontró que el péptldo MNGKCKCYNN no 
desplaza a 12s1-NTX de membranas slnaptosomales, aún a concentraciones 
de 100 mM y no bloquea al canal de potasio de baja conductancla de cotlulaa 
endoteliales de aorta bovina (Vaca et a/., 1993). En el presente trabajo se 
demostró que la porción carboxilo terminal (YNN), si contribuye en la unión 
a slnaptosomas de cerebro de rata y al bloqueo de canales de potasio Kv1 .1. 
Por comparación con los modelos de la ChTX y la AgTX, la N39 y la Y37 
podrían jugar un papel funcional en esta región de NTX. Ambos residuos se 
localizan en la reglón de la B plegada. La evidencia que apoya este 
argumento es que en ChTX se puede Identificar un residuo de Y36 y de R24 
en posiciones similares y que para esta toxina se ha demostrado que estos 
residuos son crftlcos en el bloqueo del canal Shaker (ver Figura 18). Por lo 
anterior, se puede decir que la porción carboxllo terminal puede no ser 
Importante en el bloqueo del canal de potasio de baja conductancla pero al 
en el bloqueo del canal Kv 1.1. Así, es posible que la NTX establezca 
distintos contactos con los canales de potasio, lo cual podría explicar por 
que en el caso de un canal sea critica la porción amino terminal, mientras 
que en otro sea más critica la porción carboxilo terminal. Sin embargo, ea 
necesario hacer la advertencia de que. la falta de la porción YNN en NTX, 
pueda afectar el plegamiento de la molécula, y por lo tanto, el efecto 
observado se deba a un plegamiento Incorrecto de NTX y no al segmento 
YNN propiamente dicho, lo anterior se deberá comprobar por análisis de la 
estructura de esta variante. 

En comparación con otras toxinas bloqueadoras de canales de 
potasio, como las toxinas de anémona, se ha descrito el papel de la Halna 
activa y del residuo aromático cercano a la lislna, ea compartido con las 
toxinas de anémona marina (BgK) y (ShK) producida• por Bunodoaom• 
granutlfera yStlchodactyla hellanthus. Estas toxinas bloquean canales de 
potasio, con un mecanismo que probablemente sea similar al de las toxinas 
cortas de alacrán. Sin embargo, tienen una estructura tridimensional 
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Figura 22 Superficie de unron de BgK. L~1 toxina f3gK bloqueu Jos misrnos 
canales de potusio que Jus toxim.1s corta!'. de:: ah1crán~ ~in c:n1barg.o, csla udopta otra 
conformnción. En la superficie planu di: Bg.K. que: definen Jus dos hcliccs (azu)) se 
identificaron los residuos críricos <K25 y Y26) para la interacción con Jos 
canales. Así, lus loxinus cortas de ulacrún y ulgunus de anén1onu, con estructuras 
distintas, convergieron para unirse a su rcct.!ptor con una Jisina y un residuo 
aromático que son críticos en Ja actividad de an1bos grupos de toxinas (Dauplais 
et al., 1997). 
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distinta. por que los tres puentes dlaulfuro se organizan da otra forma 
(Tudor et a/., 1996). Estas toxinas presentan tamb14'n una cara plana qua 
Interacciona con la boca del canal de potasio, de manara similar a las 
toxinas de alacrén (Pennlngton et a/., 1996). Esta cara est6 definida por 
dos hélices cortas (ver Figura 22). Experimentos da mutag4'naala han 
demostrado que la unión de estas toxinas a aua receptores dependa da 
manera Importante de una lislna, para BgK es la K25 y para ShK es la 1<22. 

Otro residuo Importante es un residuo de tlroslna, en BgK ea Y28 y en 
ShK es Y22 (ver Figura 18). Dauplals et a/. (1997) explican qua a81aa 
toxinas de an4'mona convergieron funcionalmente con las toxinas cortas da 
alacrén, para unirse y bloquear canales de potasio dependientes d9 VOlt8'•. 
mediante un mecanismo similar. En esta caso, las toxinas da BdK y ShK 
adoptaron una conformación distinta, paro conservaron al residuo activo 
de la lislna y ademés un residuo arom6tlco equivalentes a loa da las 
toXlnas de alacranes. 



1.- Se demostró que, es posible ta expresión en E. col/ de NTXr con ,_ 
mismas propiedades bloactlvas de ta NTX nativa. 

2.- Se demostró que, la producción de NTX recombinante en sistema de 
expresión heterólogo, aquí empleado, es posible obtener cantidades del 
orden de miligramos por litro de cullivo de la toxina recombinante. Sin 
embargo, se deberá de tomar en cuenta que en este sistema de expNSlón, 
no se llevan a cabo las modificaciones postraducclonalea que ae han 
detectado en las toxinas de alacrán. 

3.- La amldación de ta asparagina 39, extremo carboxilo terminal, no 
parece tener un papel importante en tas propiedades bioactiv- (toxieldad, 
unión a ta fracción P 3 de sinaptosomas y bloqueo de los canales Kv 1. 1) de 
NTXr. 

4.- El enfoque del ba"ido por ataninas, para generar tas mutantes, 
permitió Identificar residuos especfficos implicados en la Interacción de 
la NTX, con la fracción P3 de cerebro de rata, y los canales de potaalo 
Kv 1. 1 expresados en ovocitos. 

5.- Se demostró que, en la reglón amino terminal de NTX, entre el ntaiduo 1 
y 9, hay residuos de aminoácidos (lisina 6 y treonina 8) que contribuyen 
con ta interacción de NTX con tos canales de potasio. Lo anterior permitió 
confirmar datos previos de nuestro laboratorio, que identifican el papel 
funcional del amino terminal de NTX. 

6.- En NTX la lislna 28 es el residuo equivalente a ta lislna 27 de ChTX y 
AgTX, en cuanto a su papel crítico en la unión a la fracción P3 y el bloqu
de canales de potasio. 

7.- El tripl!lptldo del extremo carboxilo terminal Tir-Asn-Asn, parece tener 
un papel en la interacción con los canales de las membranas de carwbro de 
rata, y con el canal de potasio Kv 1. 1 expresado en ovoelt-. 



PERSPECTIVAS 

a) Por el hecho de que la expresión de toxinas cortas hasta ahora ha 
demostrado ser viable, es posible entonces, expresar nuevas toxinas de 
manera funcional, sin conocer su secuencia nucleotldlca y partiendo -lo 
de la secuencia primaria para "dlsenar" los genes de estas toxln-. Ea 
posible la síntesis de nuevos genes de toxinas cortas, empleando solo un 
par de ollgonucleótldos sin necesidad de usar varios ollgos como se hizo 
en el presente trabajo. 

b) Para definir los residuos sobre el canal de potasio, involucrados en la 
Interacción con la toxina, es necesario generar mutantes complementari
(sobre la toxina y el canal iónlco). Lo anterior permite ldentlllcar el tipo y 
la magnitud de las Interacciones que mantienen unidae a la toxina y al 
canal. De lo anterior, se desprende la posibilidad de que se puedan emplear 
distintas toxinas afines hacia un mismo canal, y demostrar si para cada 
Interacción toxina-canal se establecen interacciones particulares o al 
estas son comunes para las toxinas que afectan a los canales de potasio 
dependientes de voltaje. 

c) Las mutaciones que detectaron residuos de Interés en la capacidad da 
NTX, de unirse a membranas y/o bloquear los canales Kv1.1 ahora son 

. candidatos para caracterizar el tipo de Interacción con el canal. 

d) Otros residuos sobre la estructura de NTX a estudiar: son aquellos da la 
porción de a-hélice: los residuos alrededor de la lislna 28, la matlonlna 
30, asparagina 31, y lislna 35. Tamblen los ultlmos residuos Tir 37, A•n 
38 y 39 son candidatos para generar mutantes puntuales. 
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Anexo 1.- ARTICULO PUBLICADO: 

Martlnez, F., Becerril, B., Gurrola, G.B., Martln, B.M., and Possanl, L.P. 1998. 
SYNTHESIS ANO EXPFIESSION OF THE GEN CODING FOR NOXIUSTOXIN A K• 
CHANNEL-BLOCKING PEPTIDE FROM THE VENOM OF THE SCOFIPION 
CENTRIJROIDES NOX/IJS. Toxlcon 34: 1413-1419. 

En este articulo se describe el diseno, la slntesla y la expresión de la NTX, 
(Noxlustoxlna recomblnante). 

73 



T-.. ...... Val. )ol. No. 11/IZ. ,._ 141)-1419. l._ 
Conn .... o .... EbPle ae.- u. 

Pn• .... 111 <:mi:.11lri1..._ AU riatu•_....... 
_,1-GIOl/M SU•+ 8a 

SYNTHESIS AND EXPRESSION OF THE GENE 
CODING FOR NOXIUSTOXIN, A K + 

CHANNEL-BLOCKING PEPTIDE FROM THE VENOM 
OF THE SCORPION CENTRUROJDES NOXJUS 

FERNANDO MARTINEZ,' BALTAZAR BECERRIL,' 
GEORGINA B. GURROLA,' BRIAN M. MARTIN' and 

LOURIVAL D. POSSANI'• 
'Depairtmcnt or MolcculAr Rccoanition and Structu~I Bioloay. Biotcchnolo&Y Jnstitute. 

National Autonomoua Univcnity ar Mc11.ico0 Avenida Univcn.idud 2001 0 Ap¡1nado Postal 
510.3. Cucrnavaca. Morcloa 62271. Meaico; and 'Unit on Molecular Structura. Clinical 
Ncul"OICiencc Branch. NalionaJ lnalitutc or Mcni.al Hcalth. Betheada. MD 20892. U.S.A. 

F. Martincz. B. Becerril, O. B. Ourrola. B. M. ~1artin and L. D. Possani. 
Synthcsis and cxprcssion of thc acnc codina for noxiustoxin. a K • 
channcl-blockina pcplidc from thc vcnom of thc scorpion Cc11truroidcs noxiu.f. 
To.dco11 .'.M. 1413-1419. 1996.-A set of six synthctic overlappina 
oligonuclcotidcs codi'iig for noxiustoxin wcrc coupJcd into a continuous DNA 
frasment by mcans of recursivc polymcrasc chain rcaction. The polymcrdsc 
chain rcaction product was digcstcd with SulJ and Hindi 11. li¡;atcd into thc E. 
co/i vector pCSPIOS and cxprcsscd as a rusion protcin. Thc fusion prolcin was 
purificd and di¡;cstcd with trypsin and thc hydrolysis products wcre scpar ... tcd 
by high-pcríorrnance liquid chromatoaraphy. Approximatcly 1.3 ma or 
rccombinant noxiusioxin pcr lhcr ofculturc was obtaincd. Amino add analysis 
and N-tcrminal amino acid scqucncc ofthc rccombinant noxiuslox.in confirmcd 
thc nuclcolidc scqucncc of thc cloncd DNA. Binding experimenta using rat 
brdin synaplosomal mcmbrancs rcvcalcd thut rccombinaiu noxiustoxin 
displaced bound radioactivc nativc NTX with u similar cfficicncy to cold nativc 
noxiustoxin. Copyri¡;ht <O 1996 Elsevicr Scicncc Ltd 

INTRODUCTION 

Noxiustoxin (NTX) a 39 amino acid pcptidc purified from thc vcnom of thc Mc:dcan 
scorpion Ccntruroüles 11oslus Hoffmann (Possani et al •• 1982). was the first animal toxin 
dcscribcd as a spccific K • chunncl blockcr (Carbone et al •• 1982). NTX can rcvcrsibty 
block scvcral typcs oí K • channc:Is. includina the dclaycd rc:ctificr (Carbone et ol .• 1982). 
voltugc-¡:;aicd K • channcls from human T-lymphocytcs (Sands et ol.. 1989). 
Ca2 •-activatcd K • (KC".) chunncls from skclclal mu5Cle {Valdivia cl al .• 1988) and 

•Author to whom corrcspondcncc:: •hould be uddrcucd. 
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wholc.ccll Kc-. currcnls rrom bovinc Hor1ic cndo1hclinJ ceUs. but nol lhc inward rec1ifier 
(CoJden-Stanficld c-t al .• J 990). 

Wc have shown 1ha1 rhc synthelic pcp1idcs corrcsponding to thc amino acid scqucnce 
J-9. 1-20 an.d 1-39 are toxic 10 mfoc. producfog similar ctrccts lo rhosc induccd by injcclion 
or n:itivc NTX. including ncurolrunsminer rcJcasc throush K • channcls (GurroJa et al .• 
1989). Thcsc resuJls sumr;cst 1hut lhc amino-terminal sc¡;mcnl or NTX mighl be invoJvcd 
in channcJ blockin¡:. We havc ulso shown thnl rcsion J-6 is thc mínimum sequence 
requircd lo block a Kc-. channeJ írom bovine aortic cndolhelial cells (Vaca t!I al •• 1993). 
Recent bindina and displacemcnt expcrimenu on rat brain synaplosomes. usina synthclic 
pepridcs and NTX moditicd cither enzymaricalfy or chcmicaUy. rcvcalcd 1hat 1he 
N·tcrminul se¡:ment includina: part oí thc cx-hcHx is implicatcd in the rccognition or brain 
k • chunncls (Ciurrola und Poss:tni. J 995). 

Recenlly. our interesa hus bcen íocuscd on the synthcsis und cxprcssion or the ONA . 
rea,.ion encodina NTX to sludy rurther thc structure-íunction rclarionships by ¡:cncrating 
ditrerenr mu1anr NTXs usina site-spccir.c mul¡¡,Gcncsis or the syn1hc1ic DNA codina fo,. 
na1ive NTX. 

In 1his p¡1per wc rcport 1hc synthcsis .ond cxprcssion oí lhc DNA sc¡:mcnl encodins 
NTX. We also prncnl somc rcsuJ1s on thc bjoJo¡:icaJ properlies of 1hc rccombinanl NTX 
c:ompared wilh &hose oí na1ivc NTX. 

MATERIALS ANO METHODS 

°"'l1t11 "'"' ')·1111,..,u 1if 11/i1:11,,111·/~u;.1r, 
A sel ar •i• oliaonuclc-01ide• UAc-d ror 1he A)'nlhesis or •he DNA encodin&. NTX {Fia. J(u)J wns dni,ned rrom 

lb.: nucleulilole se"uencc: dcriv4..J fr(1"1 lhc umino ¡u:il-1 J1CQucncc of NTX (l"t:ruani ,., ul.0 198:::!). Tllis nucleo1N;k 
1equcnc:a ..,.. obuained uain• 1hc 'b.ac:1:1nans.1'11c• pro.ram of the sonwarc p.ac:ka'C" (Ocnr1ic:s Compuler Group. 

@ 
1 GTCGACGGATCCATCGAAGGTCGTACCATCATCAACGTTAAATGC 
2 GCACGGTTTGGAGCACTGTTTCGGGGAGGTGCATTTAACGTTGAT 
3 TGCTCCAAACCGTGcAAAGMCTGTACGGTTCCTCCGCTGGTGCT 
4 GTAGCATTTGCATTTACCGTTCATGCATTTAGCACCAGCGGAGGA 
5 AAATGCAAATGCTACAACAACTAAGAATTCCAAGCTTAT 
6 ATAAGCTTGGAATTCTTAGT 

@ 
3 

2 4 -6 

Fi¡¡: .... S1r .. 11e¡::y for lhe syn1hcai1 o( lhc ONA u¡:n1c-n1 rncodin, NTX. 
(n) Nuc:Jeolidc .equenc:e or lhe ahi. oli¡::onuc:kolid~ uscd for 1he syn1hni1 or lhe ONA ae'mcnl 
rnc:-odina NTX: (b) nrr.:.y of 1hr sis oliaonuc:lea1ides fonnina a p•nially double-s1randed DNA. 

Arrowhends indicllc J" ends of 1he eorrcspondin• oli¡¡:onucl">lides. 
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OCO) írom 1hc Unlw::nity oí Wiaconsin (Madiaon.. WI. U.S.A.J. Thc nucJcoddc scqucncc waa rcqucaacd 10 
contain thct prcrcrcnthal ~on uup ror E. t:Oll. 

Thc oli1onuclcotidca wctt syn1hcaiud on a PcrScptiwc Uioayalcnu Expcdi1c Mudd 1!190' nucJcic acid aynthcaia 
s,...cm ulln5 a11o1ndoird Q'anuclhyl phoaphuru.imiJilC i:b&:miauy. 

S.1.,11/w~~. rlu11l11• "'"' tr,\"I"''"";.,,,, •!/" 1/1C" DNA ~'°&'""°"' C"tll-.,.,Jil'll 11u • ..:iu.u11.,-;,, 
TI~ mc1hoJ oí ro.:urah-c pitlyn...:ro.1...: chuin rcou:liun (PCR) Üc"4:rihcJ by rri••lro1nuu unü Pcirl (19'.ll) wa• 

applicd íor 1hc •Ymhcais o( thc ONA acsn.cnl cncOtJins NTX JFia. ICb>J. Thc rCR rrCKJuc• WK• diacstcd wilh 
Sull uniJ //i11JJIJ uniJ liplciJ inlo &he c•ri~io11 vector (ICSPIO~ (ldnc.lly rru ... i.Jcd by Dr Chrialophcr Millcr; 
rouk rt u/ .• 1991) !:UI Wilh lhc a;.ahM: n;:alri&:tion CllZ)'U1CS. Thc nuc:JCCllidc M:c.IUCIM."C c.>Í lhc clona! rcR proiJUCI 
wu dclcrmincd on both ar.111nda by nicana or thc Scqucuaac• kit (U.S. Uiochcmicals. Clcvcland. OH. u.s.A.). 
Esprcuion or NTX •<a• Jouc In 1;.-_ c-ull a1ro.1in UL:I (0E3) (ulM> pruvidcd by Dr Millcr). NTX wa• car~ 
aOcr IPTO indue1ion a1 • fu&ion pru1cin wilh lhc proJw:t uf ¡,:ene 9 oí bu1.:1criophai;:c T7. Thc rcs,ion cncodin1 
1hia l\aaiun rr,uciu i• undcr 1hc conlrol ur ti.e T7 prumotcr crark ,., ul •• IY91). 

PMT/.fin1ti1»1 1-f ,.,..,..,1111h/IUUll tUl,Ti1 .. 1111.,;i11 
Fuaion pro1cin ,,.-u• fulJc:d anJ purilicd usüc.icrihc:J by Purk '"'"'· (IWI). A 5an11"'1C uf al.e folJcd íu5ion pro1c:in 

(517 JIC.) •·.;11 diiJCSlcd _.ilh 1ryp1in C5 11a:Jm¡ o( íu•ion pro1cin: Si¡,:.niu C'hcmical Cu .• SI Louis. MO. U.S.A.J íor 
Jl hr "'' 31-c. Recombinoanl NTX was purirK:d by column chromutnJJrJphy (0.9 • MJ an) usins 1hc 
c:uiono.e:sch.an~c rcAin earb,JS)"ruc1hyl-Ccllulu.c ICM-CcllululiC}. ~uilibrntcJ and JcvcltlflCJ wilh 50 mM 
pho11rha1c hulTcr. rH ti.o. uMns a linc.;ar 5ro.1dicn1 írom o 10 O.;\ M N11CI (Pnu.oini •"'u/ •• IY•l>. roolcd rn.1.:1iona 
cuu1ainin• n.:1.·utnh11111nl NTX •-i:n.: .J... ..... lh.-.J hy S..:plu•Uca. O·IU lihr.uh.111 mM.J ti11 .. ny purifo."11 by his,h•l'1':lríurn11.111&.-c 
l"'ui&J chronm1u.,;r.1phy (HPLC) un u e,. r&:.,&:rac-phamc ..:miprcp;1rJ1ivc culmnn (\."yJ.m.:. Hb,pcrioa. CA. U.S.A.J. 
TlM: nmd yicld or NTX •·oas l.l ma rcr litcr or cullurc. A mia1urc uf rurificd rcc:ombiNml and na1ive NTX• 
•·•• ACJ"OIF".&IÑ tty HPLC 111n a e,. anulylk:ul culu1nn lo ca01p:arc lhc r&:lcnliun 1imCA. 

8l11JJ11x ""' 1/i.rp/t1C"1"mt'1Jl "'' r111 hn1in ~y'1up1usu111eos 
Ru1 bruin •)·1mrh11•1onn.: nt&:mbr.•n'-"" ffi;p&:li~'" Pl) ,,..&:re pn::J1:1r'""l.l CM.&:nli¡1ll)' ""' J1.-...:rihc.J pn:viou11ly (Cuucrull 

c>I 111 •• IY7'J). Kudiuloibcllin¡; uf NTX (Morria.on unJ Uuyi.c. IY7U) am..1 blnJin¡; IU Pl •·CJ"c pcrfonnaJ ua .SC.:r1bcd 
by VuJJh·ia rl .,¡. (IW:!J. 

RESULTS ANO DISCUSSION 

R1.•C"11r.1·i1•c.• p11/_r111c•r(t.)'I." c-Ju1i11 rl."11cliu11 
PCR rc:1c&ion ¡;,uve n ,,roduct or UJ"IJ"lroxim~llcly 160 h:15c J"IUirs (bp) which wcrc or thc 

sizc cxpcctcd uccordin¡¡. to &he l!ilrctch covcrcd by synthc1ic oli~onuclco&Wc.s (dula no& 
shown). 

Nur/eotitlc.• ·""'!""""" or tlu: si·111'1C"1le DNA e11cnc/i11g 11oxiu.r1oxit1 
Thc nuclcotidé scq;,..cncc ór &he coding strund from thc cloncd PCR producl is shown 

in Fig. 2. Thc un1ino ucid scquc:ncc oí rccon1binunt NTX was dcduccd írom thc nuclcotidc 
scqucncc .. und corresponded rcsiduc for n:sidue to thc reponed scquencc of NTX (Possani 
c!I 11/.,. 1982). 

E.'\·pressioll 111ul purificut/011 of rcem11bl11u111 110 • ...:iu.l·1u.1:l11 
Thc rcsults of" cxprcssion and purific-Jtion of thc fusion protcin wcrc similar to thosc 

dcscribcd for charybdotoxin (CTX) by Park ~/al. (1991). Although thc cJoncd synlhctic 
sequcncc wus dcsigned to be clcuvcd spccilicaJly by 1hc uclion ora protcusc (factor Xu). 
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1 5 
GTC GAC GGATCC ATCGAA GGTCGTACCATCATCAACGTTAMTGC 
Val Asp Gly Ser .lJa... Jllu GJ.I( .Am Thr lle lle Asn Val Lys Cys 

10 15 20 
ACCTOC CCGAAACAGTGCTCCAAA CCGTGC AAA GAACTGTAC GGT 
Thr Ser Pro Lys Gin Cys Ser Lys Pro Cys Lys Glu Leu Tyr Gly 

25 30 ·35 
TCCTOCGCTGGTGCT AAA TGCATG AACGGT MA TGC AAA TGC TIC 
Ser Ser Ala Gly Ala Lys Cys Mel Asn Gly Lys Cys Lys Cys Tyr 

39 
AACAACTAAGAA TTCCAAGCTTAT 
Asn Asn End 

Fia. 2. Nuclcotide scqucncc oí lhe 1yn1hclic DNA cncodina NTX. 
The nuclcotiJc &cqu.:"ncc or thc codina slr.and or 1he ptodud or r.:"Cunive PCR cloncd In plasnlid 
pC'SPIO:S is shown. Dclow 1hc nuclc:oudc St:qucncc. thc deduccd amino ucid scqu.:"nce 11 ¡;.ivcn. Thc 
numbcrs indi1:a1e lhe po1i1ion or the amino acid rcsidues oírc.:"ombinana NTX. A TA.A 11opcocfon 
that w¡,¡1 includcd ua purt or thc 1yn1hc1ic DNA seamcnt cn.:"oding rccombinant NTX follows thc 

h111 codon (AAC: a!'para¡:inc). 

wc dccidcd to use trypsin because it is Jcss coslly and provides thc sume final products. 
A smi1JJ s.:1mpJc or thc hydrolysis mixture '"":15 sepnr:ucd on u e,. scmiprepurativc column 
und thc componencs closc to thc retention times of the m1tive NTX werc rccovercd and 
idcn1illcd using polyclonul nntibodics uguin51 n.:11ivc NTX. Thc HPLC componcnt closc:i;t 
to thc .retcntion time of nnth•c NTX .cave the slron.scst cross-reactíon wüh poJyclonal 
ontiscra (data not shown). compared with other componcnts that wcrc also rccognizcd. 
This fraction was subjec1ed 10 amino acid and sequencc analysis. Thc firs[ 28 amino acid 
residues or recombinant NTX were confirmcd by Edman degradation using a modeJ 
6400/6600 Prosequcncer from MiJJigcn (Divísion oí Milliporc CO .• Milford. MA. U.S.A.; 
data not shown). Amino acid anaJysis provided results similar to those obtaincd for native 
NTX (data not shown). Thcsc results are in as;reemcnt with thc nucJeotidc sequence 
detcrmined on both strands or cJoncd DNA (Fig. :?.). 

Rcr~ntion 1in1es on HPLC of reco,nhl11a11t nnd nn1ive t10.l:'/11.<rro:i:it1.<r 
A slight ditrerence in retcntion times (HPLC e,. rcvcrse-phnsc onnlytícal coJumn) was 

dclcctcd bctwecn rccombinant (24.68 min) und n::.tivc (:?4,J6 min) NTXs (Fig. 3). 
Although thc ditrercncc in rctention times wns minimnJ. it w:is sufficiently significant 10 
rcsoJvc two ditrcrent penks on thc chromatogram. This phenomenon has also bcen 
obscrved by othcrs (Nutt ~' al •• 1993) whcn native NTX has bcen compared to synthetic 
NTX. Thesc authors found a shiít to a highcr rctcntion time for synthetic NTX containina 
a free carboxyl C-terminal. by 0.38 min using a c. column. Synthetic NTX amidated at 
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Fi5. J. HPLC scp¡1r-o1tiun or purincJ rccombinant ~nd muivc NTXa. 
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A mia1urc or~ombinanl (JO .P8) •nd nativc (17 • .5 µ8) NTXa w.a• Joadcd on to• c .. an.Jylic.I 
rcvcrsc·phoiac colun1n. Tllc clution w.·oi• obuaincd wilh • sradicnt from 0,12% trinuoroa~Uc add 
in wa1er to 60'Y. ac:c1onitrilc in the prcsence or 0.10% trWuoroacctic acid, •nd devdoJ]Cd for 1 hr. 
Thc rclcntion 1Jmca íor nalivc (n) and rccombin11nl {r) NTX• wcre 24.16 min •nd 24.68 mira. 

rcapcctivcJy. 
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thc C-Jrboxyl-cnd (usparaginc-umidc) had thc sume rctcntion time as nativc NTX (NuU 
c-1 al •• 1993). suggcstin,a 1ha1 nativc NTX was amjdatcd. In our case. using a e,. c:olumn 
rcvcrsc-phusc c:oJumn. we dctcctcd a shfft oC 0.52 min bct"Veen nativc and rccombinant 
NTX. Thus. wc .ussumc thal ncithcr thc synthctic nor thc rccombinunt NTX is amidalcd 
at thc carboxyl-cnd. whilc thc nativc NTX is. 

Bi11ái11g a11á áiSp/acc1nc111ofrc-co111b1i1a11t110.xiustoxli1 011 rat brai11SJ•naptoso111al111cmbra11es 
Rccombinant NTX (NTX.) displaced Jabc:Ucd nativc NTX ('"J-NTX,J from 

synaptosomc mcmbrancs in a vcry simil.ur manncr to coJd nativc NTX displaced JabeJJcd 
NTX. (Fig. 4). Thcsc rcsulls indic:.i.lc thal NTX, and NTX. are runc1ionaJJy idcnlical in 
chcir binding propertics to ral brain synnptosomcs and also indicatc that thc amida1ion 
oC thc C·lcrminus is not csscnlial Cor thc NTX-binding capacity. 

In concJusion. lhis papcr shows 1ha1 rccombinant NTX had chcmicaJ and functionaJ 
propcrlics idcnticul to thosc or nutivc NTX. Thc DNA scgmcnt cncodina NTX can be: 
mutagcnizcd lo obtain a sel of varianls of NTX lo study furthcr thc structure-function 
rcla1ionships. 
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Anexo 2.- Condiciones de PCR recursivo para sintetizar NTXr aegWI el 
m6todo descrito por Podromou y Peart (1892). 

Las concentraciones de loa ollgonucleótldoa empleados fueron: 

Ollgonucleótldo #1 
Ollgonucleótldo #2 
Ollgonucleótldo #3 
Ollgonucleótldo #4 
Ollgonucleótido #S 
Ollgonucleótldo #8 

30 plcomolea 
0.3 plcomolea 
0.3 plcomoles 
0.3 plcomolea 
0.3 plcomolea 
30 plcomoles 

Las condiciones de reacción de PCR fueron: 

En un volumen final de 100 µL 
Buffer para VentTM pollmerasa 
Sulfato de magnesio 1 OOmM 
dNTPºs 
Ollgonucleótldos 
HaO 
Ve!'tTM polfmerasa 

10 µL 
6 µL 

16 µL 

1µL 

·Programa para llevar a cabo la reacción de PCR recursiva: 

Un ciclo 
95 ºC 

Durante 
95 ºC 
43 ºC 
72 ºC 

1 minuto 

30 ciclos se lleva a cabo el siguiente programa 
2 minutos 
2 minutos 
1 minuto 

Al final de los 30 ciclos se agrega un Intervalo da 1 O minutos a 72 ºC para 
que terminen de sintetizarse las cadenas Incompletas. 
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Anexo 3.- Ollgonucleótldoa empleados para la afnteala de variantes de 
NTXr en el extremo amino terminal: 

Ollgonucleótldo #1 (T1A) 
CGGATCCATCGAAGGTCGTUCTATCATCAAC 
Ollgonucleótldo /1 2 (IZA) 
CGGATCCATCGAAGGTCGTACCGCTATCAACGlT 
Ollgonucleótldo #3 (13A) 
CGGATCCATCGAAGGTCGTACCATCGCTAACGTTAAATGC 
Ollgonucleótldo /1 4 (N4A) 
CGGATCCATCGAAGGTCGT.ACCATCATCGCTGTTAAATGCACC 
Ollgonucleótldo # 5 (YSA) 
CGGATCCATCGAAGGTCGTACCATCATCAACGCTAAATGCACCTCC 
Ollgonucleótldo # 6 (IC8A) 
CGGATCCATCGAAGGTCGTACCATCATCAACGTTGCTI"GCACCTCCCCG 
Ollgonucleótldo # 7 (C7A) 
CGGATCCATCGAAGGTCGT.ACCATCATCAACGTTAAAGCTACCTCCCCG 
Ollgonucleólldo # 8 (T8A) 
CGGATCCATCGAAGGTCGTACCATCATCAACGTTAAATGCGCTTCCCCGAAA 
Ollgonucleótldo # 9 (99A) 
CGGATCCATCGAAGGTCGTACCATCATCAACGTTAAATGCACCGCTCCG."4 ACAG 

El trlplete GCT(Alanlna. A) Indicado en negritas Indica la auatltuclón por 
. el codón original en cada ollgonucleótldo y ae expresa entre p..,..nt-la en 

código de una letra para amino6Cldoa. 
Ollgonucleótldos para las modificaciones en el carboxllo terminal de NTXr: 

M30L 
GTAGCATTTGCATTTACCGTTCAAGCATTTAGCACCAGCGGAGGA 

4YNN (DELECION DE LOS UL TIMOS TFIES RESIDUOS DE NTX) 
GCATTTGCATTTACCGTTCATGCATTTAGCACCAGCGGAGGA 

LYS28AAG 
GTAGCATTTGCATTTACCGTTCATGCACGAAGCAOCAGCGGAGGA 

LYS28GLU 
GTAGCATTTGCATTTACCGTTCATGCAQAGAGCACCAGCGGAGGA 
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Anexo 4.- Condlelonea de PCR para generar variante• de NTX, 

Para cada una de la• mutante• en el amino terminal ae empleo el gen NTX, 
como molde para lncertar una mutación puntual. S. emplearon loa 
ollgonucleótldoa mutag•nlcoa deacrttoa en el anexo 11. En el caao 
particular da las mutante• K28R. K28E y M30L ae emplearon lea 
condlelonea da PCR recurwlva daecrttaa en A. 

Ollgonucleótldo mutag•nlco 
Ollgonucleótldo #6 
GenNTX, 
dNTP'a 
Buffer Vent 
HaO 
Enzima Vent Pollmeraaa 

20 nanomolaa 
20 nanomolaa · 
5 nanomolaa 
5 µL. 
5 µL. 
35 µL. 
1 µL 
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