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RESUMEN.

Las toxinas de alacran de cadena larga (60-76 a a ) contra canales de sodio dependientes de voltaje (CSDV), se
dividian en o y B. Las toxinas o se unen al sitio 3 enlenteciendo la inactivacion. Las toxinas B actiian en el sitio
4 desplazando el voliaje de activacion a potenciales hiperpolarizantes Del veneno del alacran Cenfruroides
noxius, se han identificado mas de 10 toxinas contra CSDV. En este trabajo ensayamos la funcion de dos de
ellas consideradas B: la Cn2 {contra mamiferos) y una toxina nueva Cn11 (contra artropodos) Con la técnica de
patch-clamp registramos comientes de sodio en dos sistemas y estudiamos por separado, ef efecto de Cn11 y el de
Cn2 sobre: 1) neuronas en cultivo del acocil Procambarus clarkii, y 2) expresion del canal de sodio de musculo
esquelético de rata (rSkM1) en células HEK293 En neuronas en cultivo, Cn11 bloqued las corrientes de sodio,
de manera concentracion-dependiente (Kd~320 nMj), e independiente del volfaje de membrana En células
transfectadas con rSkM1, Cn2 bloqued la corriente de forma concentracidn-dependiente (Kd~230 nM); ademas
no fue uso-, ni voltaje-dependiente, esto sugiere se une al poro del canal desde el estado cerrado. Ademas, Cn2
no desplazé el voltaje de activacién, ni modificd la inactivacion en el estado estacionario de los canales. Estos
resultados juntos, sefialan que Cn2 y Cn11 son ias primeras toxinas de alacran confra CSDV que son
bloqueadoras del poro, lo que sugiere se unen al sitio 1 de los canales. Nuestros datos llevan a incluir un nuevo

grupo de toxinas bloqueadoras a la clasificacion de toxinas de alacran contra CSDV.



SUMMARY.

Long chain scomion toxins (60-76 amino acids) against voltage-dependent sodium channels (VDSC) had been
classified in o and B. The « toxins bind to site 3, slowing inactivation. { toxins bind to site 4, shifting the
activation voltage hypempolarizing potentials From the venom of the scorpion Centruroides noxius more than 10
toxins against VDSC have been identified. In this work we study the function of two of them considered B : Cn2
(against mammals) and a new toxin Cn11{against crustaceans) Using the patch-clamp technique we recorded
sodium currents on two different systems, and characterized the effects of Cn11 and Cn2 on: 1) neurons in
cuiture from the crayfish Procambarus clarkii, and 2) the rat skeletal muscle sodium channel (rSkM1) expressed
in HEK293 cells. On the neuronal system, Cn11 blocked sodium currents, in a concentration-dependent (Kd ~320
nM), and voitage-independent way. Likewise, on cells transfected with rSkM1, Cn2 blocked the sodium current in
a concentration-dependent (Kd~230 nM) manner, and it was not use-, neither voltage-dependent it suggest that
Cn2 binds to the pore of the channel from the closed state. Furthermore Cn2, did not shift voltage activation,
neither steady state inactivation of the channels Together, these results shown that Cn2 and Cn11 are the first
scorpion toxins against VDSC biockers of the pore. It suggests that they are binding on the site 1 of the channels

Ours results, bear to include a blocker toxins group to the sodium channels scorpion toxins classification



INTRODUCCION.

(GENERALIDADES.
Los canales idnicos son proteinas que permiten el flujo pasivo de iones de un lado a otre de la membrana. Los
iones que en condiciones fisioldgicas fluyen a fravés de los canales son principalmente Nav, K+, Ca* y G El
fluio de éstos a través de ja membrana de las células excitables (neuronas, fibras musculares, células
endocrinas), determina su capacidad de enviar sefiales eléctricas y responder a las sefiales de otras. El papel
fisiolgico de las células excitables es llevar informacion en forma de impulsos eléctricos {potenciales de accion)
en los que la funcién de los canales idnicos es determinante

Los iones fluyen a través de los canales iénicos de un modo muy eficiente (>10° iones/s). Este fiujo
masive crea cormientes eléctricas lo suficientemente grandes {en el orden de 10-'2 a 10-1% amperios por canal),
como para producir cambios rapidos en el voltaje transmembranal (1). Debido tanto a que el interior celular es
negativo y a que los lones Na™ y Ca? estan mas concentrados en el exterior celular respecto al interior, la
aperiura de los canales de Na* y de Ca?* provoca que entren a la célula y despolaricen la membrana. En
contraste, cuando el K* sale, 0 el CF entra a la céiula a través de sus respectivos canales, el interior de |a céiula
lega a ser mas negativo (hiperpolarizado). Los canales i6nicos dependientes del voltaje responden a la
despolarizacién de la membrana con cambios conformacionales que los llevan del estado cerrado a un estado

abierto, seguido de una inactivacién. Cuando un canal se abre, los iones permeantes se mueven a través de éi,
Cerrado Abierto Inactivado

Figura 1. Estades cinéticos de ios onicos dependientes del voltaje transmenbranal. El
esquema muestra las fres configuraciones bésicas en que puede encontrarse un canal idnico
dependiente de voltaje en un momento dado: los estados no conduciores cerrado e inactivado y el
estado conductor o abierto. Se representa a un canal de K* dependiente de voltaje, el cual poseé en su
region amino terminal un dominio denominado “bola y cadena” que participa en la inactivacion del canal.
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enla direccién determinada por su gradiente electroquimico (Fig. 1) Sin embargo, el movimiento de un ién a
través de un canal abierto no esta solo en funcion de su gradiente efectroquimico, sino que depende también de
fa permeabilidad relativa (P)) del canal al ion Esto es determinado por varios factores incluyendo el tamario
relativo de los iones y del poro del canal. Por ejemplo, fos canales de Na* dependientes def voltaje (CSDV) son
altamente permeabies a los iones de Na* pero no para los iones K*. La discriminacion iénica se lleva a cabo en

el poro del canal, en la regién mas estrecha, conocida como filtro de selectividad.

CANALES DE SODIO DEPENDIENTES DE VOLTAJE (CSDV).
Entre los muchos canales idnicos dependientes del voltaje conocidos a fa fecha, los CSDV han sido de especial
importancia La elucidacion de sus propiedades fundamentales fue llevada a cabo en &l axon gigante de calamar
por Hodgking y Huxley en 1952 (2) Mas recientemente, los CSDV fueron los primeros canales iénicos en ser
clonados por el grupo de Numa (3). Esto permitié la aplicacion conjunta de las técnicas de biologia molecular con
las técnicas electrofisioldgicas, lo cual ha lievado a tener un mejor entendimiento de la estructura y la funcion de
estas proteinas criticas en la excitabilidad celular

Una de las propiedades mas distintivas de los CSDV es su marcada sensibilidad al voitaje de
membrana. La despolarizacién de la membrana incrementa drasticamente la probabilidad de que se abra el
canal De esta manera, la apertura de los canales produce una corriente entrante de Nav, la cual a partir de un
potencial cercano a los -10 mV, alcanza un pico de amplitud méxima en <Ims y luego declina al irse
inactivando. El estado inactivado es una conformacion en que el canal se encuentra ocluido intracelularmente
por un dominio propio de inactivacion. Un canal en el estado inactivado persiste refractario (incapaz de
responder temporalmente a ofro estimulo), hasta que al potencial de membrana es nuevamente repolarizado,
volviendo al canal a su estado cerrado. De tal manera que este corto pero abundante infiujo de Na*, genera el
potencial de accion, fa contraccion muscular, etc Como consecuencia de la depolarizacion producida por la
cormiente entrante de Na, otros canales dependientes del voltaje son activados, como &s el caso de los canales

de K* y los canales de Ca?* Estos contribuyen en parte al curso completo del potencial de accion. Por ejemplo



los canales de Ca?* participan en la fase de meseta en el potencial de accién de los miscuios esquelético y

cardiaco

LAS SUBUNIDADES o DE LOS CSDV.
Los primeros estudios bioguimicos utilizando foxinas marcadas radiacivamente como sondas moleculares para
CSDvV, identificaron una proteina de 260-280 kDa {llamada subunidad o). Esta proteina gue forma un poro es
altamente glicosilada. La subunidad o es el principal componente de los CSDV aislados de diversas fuentes: la
electroplaca de anguila (4), el cerebro de rata (5) y el corazén de pollo (6). La clonacion de estas moléculas ha
puesto al descubierto una sorprendente diversidad de CSDV A ia fecha se han identificado al menos 11 genes
diferentes que codifican para las subunidades o del canal de Na* (Tabla 1). Estos genes estan altamente
conservados en diferentes especies de mamiferos Ademas, el potencial para la diversidad funcional se
incrementa por el corte altenativo del RNA mensajero (splicing), la modulacién por factores celulares y por el
ensamble con diferentes subunidades accesorias. Las consecuencias de tal diversidad, y la elucidacién de los
papeles fisioldgicos precisos de las diferentes variantes de CSDV es materia de intensa amplfia investigacion en
nuestros dias

Se han clonado y secuenciade un gran nimero de subunidades o (5,13) Cada isoforma representa un
tipo de mutacion que ha sido fijade por seleccion natural {14-19). Para tratar de entender con mayor detalle la
diversidad funcional, la mayoria de los DNA complementarios (DNAc), o el RNA mensajero (RNAm) de los
CSDV, han sido expresados en sistemas heterologos. Sin embargo, no ha sido posible expresar aigunas clonas

de CSDV (corazon de pollo y electroplaca de anguila).

ESTRUCTURA Y TOPOLDGIA DE LOS CSDV,

La clonacién y el analisis de la secuencia de las subunidades o de los CSDV predicen caracteristicas

estructurales en comun con la gran superfamilia de los canales i6nicos dependientes del voltaje La subunidad o



es la principal subunidad del canal ya que cuando se expresa en sistemas heterélogos, ésta posee todas las
propiedades principales de los canales: la voltaje dependencia del mecanismo de apertura y cierre (gating), la
permeabilidad ionica selectiva y la union de ligandos (5)

Tahla 1. Distintos genes, expresion tisular preferencial y sensibilidad a la tetrodotoxina (TTX) de
los CSDV en mamiferos.

Tipo [ Sununidad | Gene | Cromosoma | Tejido [ TTXIC5, [nM]
Cerebral fipe | at SCN1A  2q24 Cerebro 6
Cerebral fipo Ii a; SCN2A  2q23-24 Cerebro 13
Cerebral tipo IH o SCN3A  2q24 Cerebro 4
Cerebral tipo IV o SCNSA 12913 Cerebro, Gifa, DRG 3
Esqueldtico (SkM1) a4 SCN4A  17g23-25 Musculo esquelético 5
Cardiaco (H1) Gs SCNSA  3p21 Musculo cardiaco 2000
Neuronal periféricol b SCN9A  2q22-24 DRG, céls neuroendécrinas 4
Neuronal senscreo i SCN10A  3p21 DRG 31000
Neuronal sensoreo 2 au SCN11A  3p21 DRG 1500
Cardiaco atipico % SCN6A  2g21-23 Corazén, utero,pulmén ?
Glia * SCN7A -  Glia -

A partir de la clonacién de la subunidad o del drgano eléctrico de anguila, se dedujo la secuencia de

a.a, y se postulo una estructura bidimensional que es comun a todos los CSDV dependientes de voltaje (Fig.2).
La subunidad o es una proteina con cuatro dominios homélogos repetidos, denominados DI-DIV, conformados
cada uno por seis segmentos transmembranales (S1-S6) de 19-27 residuos cada uno. Estos segmentos estan
conectados por secuencias hidrofilicas no conservadas. En cada dominio, el S4 esta cargado positivamente, con
un numero de argininas (A) o lisinas (K) conservadas en cada tercera posicion Estos segmentos forman parte
del sensor de voltaje del canal. Las regiones amino- y carboxilo-terminal se localizan intracefularmente (20) Del
mismo modo, las asas que conectan los dominios repetidos han sido localizadas en el iado citoplasmico. Como

se muestra en la Fig 2, las asas que conectan fos dominios DI-Dit y DII-DIll son més largas, y poseen sitios de
fosforilacién E! asa existente entre los dominios DINl-DIV es mucho mas corta, y tiene un papel fundamental en

el mecanismo de inactivacion de fos canales



Figura 2 . Topologia de la subunidad o del canal de Na* del cerehro de rata (tipo !lA), deducida de
estudios de andlisis de hidropatia, mutagénesis y de anticuerpos. Se definen lo cuatro dominios repetidos
{DI-DiV), con seis segmentos transmembranales cada uno. Los segmentos S4 forman parte del sensor de
voltaje, las asas que conectan los segmentos S5-86 conforman el poro del canal El asa citopldsmica que
conecta el dominio DIl con el DIV participa en el mecanismo de inactivacion de los canales. Tomado de
Catterall, 2001 (21).

LAS SUBUNIDADES ACCESORIAS fB.

Ademas de fa subunidad principal o, algunos CSDV poseen una o dos subunidades mas pequefias conocidas
como 1y B2 {de 33-36 KDa) y una tercera isoforma de la subunidad B se ha descrifo recientements (7). De
esta manera, se ha mostrado que el canal de Na* del cerebro de rata es una proteina heterotrimérica
conformada por las subunidades o, B1y B2, mientras que el corazén y el musculo esquelético poseen sdlo las
subunidades o y B1 (8,9). Parece que esfos patrones de expresién tejido-especificos son consistentes denfro de
los CSDV de varias especies. Las excepciones a esta regla serian los CSDV en la electroplaca de anguila
(10,11) y en el corazdn de pollo (12), los cuales poseen solamente la subunidad o.

La esfructyra primaria de fa subunidad B1 del canal de Na* del cerebro de rata (tipo [IA), indica que es
una proteina de 33 kDa, con un pequefio dominio citoptasmico, un sélo segmento transmembranal putativo y un
largo dominio extracelular con cuatro siios potenciales de N-glicosilacion (22). Un sdlo gene denominado
SCN1B codifica para la subunidad B1 expresada en el misculo esquelético, el corazén y el cerebro (23) La

subunidad B2, por su parte, es el preducto del gene SCNB2 (24} La subunidad i1 no estad unida
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covalentemente a la subunidad o, en tanto que la subunidad B2 si o esta, y las tres en su conjunto forman un
heterotrimero que da origen al complejo del canal. Se ha estudiado el papel que las subunidades B1y B2
ejercen para determinar las propiedades funcionales de los CSDV La subunidad 31 ejerce varios efectos sobre

ia funcion de los CSDV: incrementa la corriente al pico, acelera la activacion y la inactivacion, asi como también

modifica la dependencia al voltaje de la inactivacién. Aunque las subunidades a por si solas son suficientes para
tener un canal funcional, las subunidades B parecen modular la cinética de |a inactivacion (Fig. 3) La subunidad
B2 puede ser removida de los CSDV del tipo lIA sin ninglin efecto aparente. Sin embargo, la remocion de ia
subunidad B1 causa la pérdida de {a gran mayoria de las propiedades cinéficas nafivas (25). La pérdida de fa
actividad puede ser prevenida en parte, por el entrecruzamiento intramolecular con la subunidad o, sugiriendo
que fa interaccion con la subunidad 1 puede servir al menos en parte, para estabilizar la estructura de la
subunidad o.

Los CSDV recombinantes def misculo esquelético y de cerebro, expresados en ovocitos de Xenopus,
exhiben una inactivacion lenta cuando se comparan con ias corrientes de Na* presentes en tejidos nativos o con

aquéllos expresados en ovocitos inyectados con RNA-poli(A) no fraccionado del cerebro de rata (26,27)

Asimismo, se ha mostrado que la co-expresidn de la subunidad B1 humana con la subunidad o recombinante
del musculo esquelético humano (hSkM1) en ovocitos de Xenopus resulta en una corriente de Na* que se
inactiva rapidamente {23), lo cual en contraste no sucede con ia co-expresion de la subunidad o del canal de
Na*de corazén humano (hH1).

Las subunidades B poseen un motivo estructural del tipo de inmunoglobulinas, similares a los
encontrados en muchas moléculas de adhesion celuiar (28) Debido a que casi todos los motivos semejantes a
las inmunoglobulinas identificados interactlan con proteinas-ligando extracelulares, se ha propuesto que las

subunidades B1y B2 puedan actuar como moléculas de adhesién celular neural (29).
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Figura 3. Las subunidades accesorias p interactiian con la subunidad o. El panel de la izquierda muestra la
estructura bidimensional de la subunidad o de los canales de Na*y su relacién con las subunidades auxiliares .
A la derecha se muestran trazos ilustrativos de las corrientes de Na* del musculo esquelético de rata (a través de
canales recombinantes rSkM1), registradas en dos diferentes ovocitos de Xenopus expresando tanto fa
subunidad c. del canal de Na*, como la co-expresion de las subunidades o y $1. Tomado de Isom (7).

DOMINIOS ESTRUCTURALES INVOLUCRADOS EN LOS MECANISMOS DE PERMEACION Y GATING DE LOS CSDV.
EL VESTIBULO EXTERNO Y EL FILTRO DE SELECTIVIDAD.

El modelo descrito de la boca externa del poro de los CSDV sefiala dos estructuras distintas: un fiito de
selectividad y un sitio de unidn a toxinas bloqueadoras flamado sitio 1. Las toxinas que poseen grupos guanidino
como la Tetrodotoxina (ﬁX) y la Saxitoxina (STX) han sido valiosas herramientas en la investigacion de la forma
y fa éstructura del vestibulo externo del poro del canaj de Na* La combinacion de la determinacion de su
estructura y varios experimentos con mutaciones sitio dirigidas, han contribuido grandemente al entendimiento
de la via de permeacion en los canales de Na*. De este modo, ahora se sabe que las estructuras que
determinan la selectividad del canal a los iones de Na*, y las diversas isoformas que confieren la sensibifidad o la

insensibilidad a dichas toxinas, son funcional y fopologicamente inseparabies.




La estructura del canal de K* prototipico de la bacteria Streptomyces lividans (KcsA) se ha resuelto
recientemente por medio de cristalografia de rayos-X. Esta, ha revelado la estructura del poro y las bases
estructurales de la selectividad iénica de toda la superfamilia de canales ionicos dependientes del voltaje,
incluyendo los CSDV (30). Mediante el analisis de la permeacion de series de pequefios cationes y moléculas
pequefias, Hille fue el primero en estimar las dimensiones del poro de los CSDV. Finaimente, usando el modelo
molecular descrito por Fozzard y Lipkind ha sido posible revisar y cormoborar dichos resultados (31). Viendo al
poro desde el lado extracelular, fa amplitud de la boca del poro es de 1.2 nm, y es seguido por un
estrechamiento del canal de 0 3-05 nm que comesponde al filtro de selectividad Una serie de cuatro aa
situados en esta regién, un &cido aspartico (D}, un acido glutamico (E}, una lisina (K} y una alanina (A), forman la
parte mas estrecha del poro y conforman el denominado locus DEKA, que actia como el filiro de selectividad
Algunos residuos situados mas extracelularmente, como io son dos acidos glutamicos (E,E), una metionina (M) y
un acido aspartico {D), estan involucrados en la conductancia del canal, la selectividad y el pegado de toxinas
(32-37). La posicion de los aa. de ambas series, es equivalentemente en los cuatro dominios, formando un
grupo tridimensional situado dentro del asa 0 segmento P (37,38). El residuo de K en DHI juega un papel central
en la discriminacion entre los iones monovalentes Na* y K*, asi como en la exclusion de los iones divalentes
como el Ca2*(39) El mecanismo exacto de discriminacion entre los diferentes cationes no esta del todo claro

Se ha descrito una via iénica transmembranal, alineada por ia invaginacién del asa extracelular que
conecta los segmentos S5 y S6 de cada dominio repetido (40). Basado en estudios experimentaies del bloqueo
del canal por toxinas, y de los datos disponibles de mutaciones sitio especificas, Lipkind y Fozzard propusigron
un modelo del vestibulo extemo (38). Este propone la existencia de una regién del poro que forma una hoquedad

o especie de bolsa en Ja que se unen la TTX y Ja STX Esta es conformada por cadenas B-antiparalelas (41),

localizadas en las asas que conectan los segmentos S5 y S6 de los cuatro dominios (Fig 4)
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Figura 4. Modelo dela region del pro del canal de Na*y el sitio de unién de la TTX y la STX. Esquema
que ilustra la formacién de la hoguedad formada por cadenas pB-antiparalelas, en el segmento P donde se
conforma el sitio de union a TTX. Tomado de Penzotti et al,, 1998 (41).

EL SENSOR DE VOLTAJE Y LA COMPUERTA DE ACTIVACION,
Con la clonacion def primer canal de Na* se identificaron las posibles regiones que forman el sensor de valtaje.
El criterio usado fue la presencia de residuos cargados positivamente localizados en el campo elécirico de Ja
membrana (3) En el canal de Na” del cerebro de rata, se presentan cinco de tales residuos en los sﬂegmentos
S4 del primer y segundo dominio (DI y DII), seis en el S4 del Dill y ocho en el $4 del DIV. Este niimero es mas o
menos constante en los diferentes tipos de CSDV. El hecho de que los S4 sean segmentos fransmembranales y
por lo tanto estan dentro del campo eléctrico de la membrana, los hace candidatos fuertes para ejercer el pape!
de sensores del voltaje. Esta hipotesis es apoyada por e hecho de gque también se encueniran patrones
similares en los otros canales dependientes del voltaje Aunado a los experimentos de mutagénesis sifio dirigida
(42) se ha corroborado al menos pércialmente, la contribucion de fos segmentos S4 al sensor de voltaje.

De manera conjunta, mutaciones sific especificas en los S4 de los canales de K* dependientes de
voltaje, han mostrado que al reemplazar residuos de R y K por residuos con carga neutra o negativa, se produce
una alteracion en la relacion entre la apertura del canal y el potencial de membrana {43) De manera semejante

en los CSDV dicho cambio se presenta cuando se muta el $4 del DI, sin embargo resulta mucho menor cuando
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se modifica el 54 del DIl (44) Se ha estudiado también €l efecto de mutar las cargas positivas del 54 en relacion
a la cinética de inactivacion rapida (45) y de este modo, se ha podido concluir que todos los segmentos S4 estan
involucrados tanto en la activacion como en la inactivacion (46)

La activacion estd asociada con comientes capacitativas no lineares, conocidas como corrientes de
compuerta, que reflejan e movimiento de las cargas dentro de la membrana. Esto sugiere que los aa cargados
positivamente se mueven a través del campo eléctrico de la membrana durante el proceso de activacion Una
idea que se ha propuesto para explicar como se mueve el 84 es conocido comao el modelo de “hélice deslizante”
(Fig. 5). Este modelo sugiere que el segmento S4 adopta una estructura a-hélice en ia cual los residuos R

cargados posifivamente son estabilizados por |a inferaccion con residuos de carga negativa en los dominios

transmembranales adyacentes. En respuesta a un cambio en el voitaje las hélices 34 se mueven en una via

Figura 5 Modelo de operacion del sensor de voltaje. El esquema muestra el modslo de hélice deslizante en
el cual los residuos de R del $4 se mueven girando en direccion saliente, produciendo un movimiento de cargas
a fravés de la membrana y generando un rearreglo de los pares idnicos que estabilizan la estructura de la
molécula, Este movimiento provoca cambios conformacionales tales que hacen que el poro del canal pase a su
conformacion abierta o conductora. Tomado de Bezanilla, 2000 (47)

espiral, intercambiando los pares ionicos formados entre los a a con carga positiva del S4 v las cargas negativas
en los segmentos fransmembranales que e rodean Debido a que hay cuatro segmentos S4, el movimiento de
una sola carga positiva a través de la membrana puede ser fomada en cuenta para la dependencia del voltaje

enel proceso de gafing del canal Los estudios de galing predicen que durante la activaciéon se produce el

desplazamiento de 4-6 cargas (47)
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EL VESTIBULO INTERNO Y LA COMPUERTA DE INACTIVACION,
Durante ia aplicacién de un pulso despolarizante, la activacion de los canales de Na* aumenta rapidamente ia
permeabilidad para este ion. Sin embargo, este aumento de permeabilidad decae también rapidamente Este
decaimiento de la corriente de Na*, se debe al mecanismo de inactivacién de los CSDV Comparada al estado
de reposo de! canal, el cual es también un estado no conductor, la inactivacion es un proceso por el cual ef canal
de Na* no solo deja de conducir iones sino que ademas, no se encuentra disponible para abrirse (refractario}
sino hasta después de que la membrana se ha repolarizado por alglin tiempo

Actualmente, se conocen al menos dos modos de inactivacion de los CSDV: una inactivacion lenta la
cual se desarrolla en segundos a minutos, y una inactivacion rapida con una escala de tiempo de ms.
Actualmente se conoce poco acerca de la inactivacion lenta en los CSDV. En contraste, el mecanismo
involucrado en la inactivacion rapida ha side estudiado intensivamente Por mucho tiempo se ha conocido que un
asa citoplasmica del canal puede estar involucrada en la inactivacion de acuerdo al modelo de “la bola y la
cadena’, propuesto por Armstrong y Benzanilla {48} De hecho, estudios mas recientes han mostrado que el asa
intracelular que conecta los dominios Dill y DIV forma parte de la compuerta de inactivacién (5). E! hecho de que
esta asa esté muy conservada entre ios diferentes CSDV, enfatiza su importancia fisiologica. La primer evidencia
experimental del papel que juega esta region como la compuerta de inactivacion, fue presentada por Stiihmer a
partir de datos obtenidos usando clonas mutantes (42). Dos de elias, con modificaciones entre DIl v DIV, se
caracterizaron por inducir una drastica disminucién en la velocidad de la inactivacion del canal Unos meses
después estos resultados fueron confirmados por otro grupo, el cual usando anticuerpos dirigidos contra esa
misma regién, produjo la inhibicién de la inactivacion de los canales (49) Después de la identificacion de esta
region intracelular como Ia compuerta de inactivacion, se encontré que un grupo de aa. hidrofobicos jugaban
también un papel crucial en este proceso (50). Este grupo esta conformado por la isoleucina (I) 1488, la
fenilalanina (F) 1488 y la metionina (M) 1490, y ha sido llamado motivo tFM (Fig 6).

Recientemente se ha demostrado que pequefios péptidos con la secuencia IFM, son suficientes para
restablecer la inactivacion rapida de los CSDV con mutaciones en ef asa conectora DHI-IV, lo que ha llevado a
proponer que el motivo IFM se une dentro del poro del canal de Na* y lo bloquea durante la inactivacion (51}.

Esta hipotesis implica Ia presencia de a a. en la boca intracelular del poro del canal de Na* que participan en los
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cambios conformacionales involucrados en el acoplamiento entre la activacion, la inactivacion y fa union del
motivo IFM, lo cual a su vez resulta en ef estado inactivado del canal Realizando estudios de mutaciones
seriales de intercambio por residuos de alanina, se ha enconfrado que varios residuos localizados en el asa que
conecta los segmentos S4 y el Sb de los dominios Dill (52) y DIV (53,54) situados en ef vestibulo intermo del
canal, juegan también un papel! critico en el clerre y en el acople de la compuerta de inactivacion. Se ha sugerido
(en el canal de Na* tipo 1l del cerebro de rata) que Ia region IFM interactua con la F1651 y/o la L1660, en el asa
S4-85 del DIV durante la inactivacion Evidencia experimental sugiere que para la inactivacion también es
importante el segmento 56 del DIV (55), dado que en canales que tienen mutaciones en esta region (F1764A y
V1774A), el péptido que contiene la region IFM puede restablecer fa inactivacion (56). La primer evidencia
de una interaccion directa con un modelo del sitio de anclaje se ha heche mutando el asa que conecta los
segmentos S4y S5 del dominio Dill. Los resultados mostraron que ia A1329 es un residuc importante para la

inactivacion normal (62). También estudios realizados usando ! barrido mutagénico de intercambio por A del

Figura 6. Particulas de inactivacion de los canales idnicos dependientes de voitaje. En ios canales de K*
{panel izquierdo} se presenta la region de la bola y la cadena, localizado en el amino terminal de cada uno de los
cuatro monomercs de la subunidad o que conforman el canal. Una sola bola en el vestibulo interno del poro es
suficiente para dejar al canal en estado inactivade Para el caso de los canales de Na* (panel derecho) e} asa
conectora DHI-DIV, da origen a una regién que forma una particula que se desliza como una aldaba hacia el
vestibulo interno del canal Tomado y modificado de 1a pagina de F. Bezanilla (http:/pb010.anes. ucla.edul)
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asa S4-S5 del DIV, ha sugerido que los residuos F1651, L1660 y N1662 juegan también un papel crucial en el
proceso de inactivacion (53)

Con los primeros datos estructurales reportados de los CSDV a una alta resolucion mediante resonancia
magnética nuciear (RMN), se resolvié fa estructura de fa parte correspondiente a la compuerta de inactivacion
{57). Los datos muestran que los residuos F1851 ylo L1660 son los que interactuan con el motivo IFM de la
compuerta de inactivacién. En este trabajo, ademas se muestra que fa compuerta de inactivacion es una

esfructura « -hélice, antecedida por una vuelta en el N-terminal (Fig 7)

Figura 7. Estructura de la compuerta de inactivacién de los CSDV. Resolucion de la estructura de |a region
IFM que constituye un fragmento necesario para la inactivacion del canal de Na* Los péeptidos que contienen la
secuencia [FM son suficientes para restablecer [a inactivacion rapida del canal El mofivo IFM se une dentro del
poro del canal de Na® y lo bloguea durante la inactivacion, lo cual implica que estén involucrados residuos de
a.a. en laboca intracelular del pore del canal. Tomado de Rohl et al. 1999 (57)

Contrariamente al grado de conocimiento que se tiene de la inactivacion réapida de los CSDV, el
mecanismo molecular de la inactivacion lenta de éstos aun no ha sido entendido satisfactoriamente Se piensa
que este mecanismo de inactivacién lenta juega un papel importante en Ia excitabilidad neuronal, asi como en
las propiedades de disparo de los potenciales de accién {68} Ademéas de su papel funcional relevante, las
aiteraciones de la inactivacion lenta podrian dar lugar a importantes eventos fisiopatologicos. Actuaimente se
conocen varias enfermedades hereditarias que pueden atribuirse a defectos en la inactivacién lenta, tal como la

paralisis periddica (58-60)
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FARMACOLOGIA CE LOS CSDV: SITIOS DE UNION A NEUROTOXINAS.
Existen varias clases de moléculas moduladoras de la actividad de los CSDV entre los que destacan: i) toxinas
que bloquean la cormiente, ii) toxinas que enlentecen la inactivacion, iii} toxinas que modifican el voltaje de la
activacion y iv) agentes que afectan la dependencia al voltaje del mecanismo de apertura y cierme del canal (1)
Un gran nimero de toxinas de origen biologico ejercen sus efectos ai modificar las propiedades de ios CSDV.
Estas, incluyen tres grupos diferentes; 1) heterociclos con grupos guanidinos hidrosolubles (TTX y STX), 2)
compuestos policiclicos liposolubles, como por ejemplo veratridina, aconitina y batracotoxina (BTX), y 3) toxinas
polipeptidicas de bajo peso molecular aisladas del veneno de alacranes, moluscos y anémonas marinas.
Algunas toxinas liposolubles, ejercen efectos combinados cambiando el voltaje de activacién y enlenteciendo la
inactivacion Ofros agentes farmacologicos, tipificados por el farmaco DPI 201-106, han sido usados para
enlentecer, disminuir o remover la inactivacién de ios CSDV cardiacos (61). Estos agentes prolongan la duracion
del potencial de accion e incrementan la contractilidad cardiaca, conviriéndolos en farmacos potencialmente
utiles para la terapia inotropica y antiarritmica en pacientes con contractilidad cardiaca deprimida (1},

De acuerdo a las propiedades de unidn que presentan cada una de ella se han definido diferentes sitios
receptores a neurotoxinas (62). La Tabla 2, resume el conocimiento actual de los sitios receptores a foxinas de

los CSDV.

SiTIo RECEPTOR 1 : TTX, STX Y nu-CONOTOXINA.

Las toxinas que se unen a este primer sitio receptor son probablemente fas toxinas moduladoras de los CSDV
mejor investigadas La TTX es una foxina muy potente (LDso = 0.1 mg/kg) que se encuentra en ovarios e higado,
y &n menor cantidad en intestinc v piel del pez globo {fugu) y los otros miembros de la familia Tefraodontidae

Tantola TTX, como la STX son bloqueadoras de ios CSDV. La STX es también conocida como veneno
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Tabla 2. Sitios receptores de neurotoxinas en los CSDV.

SITIO EFECTO TOXINA DOMINIO AA.
Sitio 1* Bloquen extracelular Tefrodotoxina 155256 D384, E387, Y385
Saitoxina 1835256 E042, EG45
1158256 K1422,
ivSs286 D1426D1426D400,
K-Conotoxina 155256 Y401, W402, E403
11S556 A728, A730, E758
1188256 W1239, D1241W1531,
IV 58256 D1532
Sitio 2 Modulacion alostérica Veratridina 1S6 1433, N434, L437
intramembranal det gating Batrachotoxina
Grayanotoxina VS8 F1579, N1584, Y1586,
{1760, F17684
Sitio3* Enlentecimiento de la Toxinas o de alacréan  [S558 E1613
inactivacion Toxinas de anémona V3586
Toxinas de arafa V8354 £1616,V1620, L1621
? ?
Sitic 4 * Modificacion del voltaje de~ Toxinas P de alacran 155881 (G845
activacion 18182 ?
15384 ?
Ss256 ?
Sitio 5 Modulacion alostérica Breveloxina I1S6 ?
intramembranal de! gating Ciguatoxina V85 ?
Sitio 6 Blogueo intracelular Anestésicos locales  1VS6 ?
Sitio 7 Enlentecicmiento de
activacion, inactivacion &-conotoxina 7 ?
y deactivacion
Sitic de Paralisis rapida por Toxinas excitatorias 13556 ?
toxinas contraccion de alacran 188256
excitatorias WS5288
Sitio de Paralisis lenta por flacidez ~ Toxinas depresoras  1S586 ?
toxinas de alacran 1155256
depresoras V88256

*sitios receptores revisados en este trabajo
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paralizante (VF} y es encontrada en ciertos moluscos, artrépodos, equinodermos y algunos ofros animales
marinos filtradores, que han ingerido protistas Dinofiagelados téxicos, responsables de la generacién de las
mareas rojas Ademas, la STX es también un producto de ciertas cianobacterias de agua dulce. De este modo,
organismos filtradores que se alimentan de conchas, peces o bivalvos ilegan & ser venenosos y pueden causar
envenenamiento paralizante a humanos a través de la cadena alimenticia

La TTXy la STX son las toxinas mas especificas para los CSDV En la mayoria de los ¢asos, la unién a
fa toxina es de alta afinidad y rapidamente reversible (segundos a minutos). La constante de disociacion en el
equilibrio (Kd} esta en el rango de 1-10 nM, para la isoforma del miisculo esquelético o del cerebro, mientras que
para la isoforma cardiaca esta en el rango uM.

Las dos toxinas guanidino han sido herramientas valiosas en el estudio de la estructura del vestibuio del
poro de los CSDV, y del modelado de su sitio de unién (37). Estudios de union especifica a [PH]STX sugieren
que también la subunidad piparticipa en la formacién del sitio de union de TTX/STX (63} En combinacion con
experimentos de mutaciones sitio dirigidas, ha sido posible hacer un esquema de esta parte del canal Al
comparar las secuencias de aa. en la region P de tres isoformas de CSDV, se sefiala que fa mutacién E387Q
del DI, en la isoforma || del cerebro de rata resulta en la efiminacion completa del bloqueo por TTX y STX (35)
También al mutar los residuos cargados del segmento P en los cuatro dominios homologos repetidos, la TTX
interactud principalmente con los residuos en Dl y DIl (36). Con respecto a la STX, la neutralizacion de D1717N
en DIV abolié completamente el bloqueo de ésta, en tanto que solo redujo parciaimente et bloqueo por TTX.

Actualmente se acepta que la TTX y la STX se unen al mismo sitio receptor en el canat de Na*. Esta
idea se basa en: 1) las dos toxinas bloguean completamente la comiente, 2) mutaciones en el vestibulo externo
parecen tener efectos cualitativamente similares sobre la afinidad de ambas toxinas. Estas similitudes llevaron a
proponer €l modelo molecular del sitio especifico de union para la TTX y la STX (35-37). El modelo asume la
formacién de un receptaculo con los cuatro segmentos P {Fig 8)

Como ya se ha mencionado los CSDV en diversos fejidos tienen diferentes sensibilidades a la TTX La

primer hipotesis que explica la alta o baja afinidad de fa TTX y la STX sobre los CSDV se ha enfocado en las

18



atracciones electrostaticas entra el grupo guanidino con carga positiva y los grupos acidicos con carga negativa
en el sitio de union del canal (8, 33, 36, 60, 64) Para este estudic se expresaron varias mutantes de la isoforma
de musculo esquelético (SkM1), con mutaciones puntuzles en ocho sitios importantes del vestibulo {40). Los
resultados mostraron que la tirosina (Y) 401 es importante para el blogueo de TTX y STX Por otro lado para e
bloqueo de STX, los residuos E758 y D1532 son los méas importantes Los tres residucs mencionados (Y401,
E758 y D1532), se situan mas cerca a la parte extracelular del vestibulo del poro Méas intracelularmente, se
localizan los residuos de la region del filtro de selectividad (locus DEKA), lo que apoya la idea de que las dos
toxinas bloguean el poro por el mismo mecanismo a pesar de la interaccion diferencial con los aa situados
alrededor del poro Ademas, ofros grupos mostraron que la mutacion F385C en los CSDV de cerebro no sdio
disminuye la sensibilidad a las toxinas de guanidino, sino que también incrementan |a sensibilidad a Zn? y Cd?*

(33,66)

Figura 8. Modelo del segmento P de los CSDV desarrollade por Lipkind y Fozzard (65). En este modelo se
definen los sitios relevantes de interaccion de 1a STX con &l poro del canal: E403, E758, M1240 y D1532

Las conotoxinas son péptidos neurotéxicos del veneno de los caracoles de ia familia Conus De la
especie Conus geographus, se han purificado péptidos diversos de 10-30 aa que tienen como blancos a
diversos canales incluyendo a los de K*, Na*, Ga?", receplores de acetilcolina y receptores NMDA  Un péptido de

22 a.a, designado u-CTX Gill tiene como blanco a los CSDV y provoca el blogueo de la corriente (67) Se ha
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determinado su estructura a una muy atta resolucion, y se ha usado para probar varios modelos de CSDV,
Basados en los estudios de mutagénesis de p-CTX, se ha sugerido que el grupo cargado positivamente del

residuo R13, esta directamente involucrado en la interaccion con los CSDV (68-70).

ANALOGIAS ENTRE LAS TOXINAS BLOQUEADORAS DE L.0S CSDV,

Existen varias similitudes entre la u-CTX, la TTX y la STX: 1) son bloqueadores de fos CSDV, 2)

presentan un grupo guanidino que interactda con ios canales, 3) estudios de desplazamiento, han mostrado que
fa inhibicion es competitiva entre STX y u-CTX GIlIA y GillB, lo cual sugiere que los sitios de union respectivos
se pudieran traslapar (71-73) También existe analogia entre el efecto de estas toxinas en los CSDV vy las
diferencias en sensibilidad de las varias isoformas del canal de Na*. Por ejemplo, la isoforma del misculo
esquelético y ia de la electroplaca de la anguila, poseen una alta afinidad a ia u-CTX, en tanto que las isoformas
cerebral y cardiaca son resistentes al bloqueo (74)

En contraste con la mutacién E387Q en la isoforma Il def cerebro de rata, la cual elimina el blogueo por
TTX y STX (35), no se ha encontrado ningun residuo que tenga influencia sobre la potencia ni sobre Ia
especificidad de fa p-CTX. En rSkM1, ia mutacion E403Q (equivalente al E387 de la isoforma neuronal 1l)
previene el bloqueo por TTX y STX, y la sensibilidad para u-CTX se reduce ~4 veces (74). La mutacion de
Y401C que reduce Ia sensibilidad de TTX en los canales SkM1, disminuye parcialmente el efecto de la y-CTX
(75} La mutacion que resultd en una mayor reduccién en la afinidad a pu-CTX fue la sustitucion de E758Q en el
vestibulo extemo delf poro. Esta mutacion disminuy6 ~48 veces la afinidad del receptor por la 1i-CTX, y al mismo
tiempo redujo fa unidn a TTX por un factor de ~375 (69).

Los esfuerzos por definir la region de union a la u-CTX por mutagénesis de cisteinas, ha resultado en la
identificacion de siete residuos alineados en el poro que infiuyen significativamente en e bloqueo del canal
SkM1: D400, Y401,W402 E758, W1239, D1241 y W1531 Sin embargo, estos residuos no contribuyen de igual
manera al bloqueo de la toxina Los residuos cargados 758 y 1241 parecen ser los mas imporiantes (70,75) La

dificultad en la determinacién del sitic exacto de unién a u-CTX puede deberse al hecho de que la toxina es una
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molecula mucho mas grande que la TTX o fa STX y por lo tanto probablemente interactia en un dominio més
grande y de una manera mas compleja. La mayor area de contacto de la p-CTX incrementa la probabilidad de
que las diferencias en las isoformas sean determinadas por impedimentos estéricos, asi como por atracciones

especificas ( 75-77, 86).

SITIO RECEPTOR 3: TOXINAS DE ANEMONA MARINA, TOXINAS o DE ALACRAN Y TOXINAS DE ARARA.

El sitio receptor 3, es el sitio de accion para las toxinas o de alacran y de anémona marina (ATX), que se
aislaron e identificaron hace unos 20 afios como estimulantes cardiacos y neurotoxinas. El mecanismo de accion
sobre los CSDV es principalmente inhibiendo la transicion del estado abierto al estado inactivado del canal Las
toxinas de anémona de mar son polipéptidos de 3-300 kDa aislados de los tentaculos del animal. Las toxinas
anthopleurina: Ap-A o Ap-B, y ATX-, -ll & -IV se aislaron de los géneros Anthopfeura y Anemonia,
respectivamente Son proteinas relativamente grandes, clasificadas como toxinas tipo | (78)

La caracterizacion de fos residuos que constituyen el sitio 3, se ha realizado a través de mutagénesis
sitio dirigida (79). Se ha mostrado en el canal de Na* del cerebro de rata que mutaciones en el residuo E1613 en
el S3DIV, reducen ~B0 veces la unién a la toxina ATX-Il. Ademas, siete residuos adicionales del asa extraceluiar
§3-S4 de DiV, tuvieron efectos importantes en la unién a ATX-l y de toxinas « de alacran. De este modo, E1613
y el asa S3-S4DIV son considerados determinantes criticos para la union de las toxinas sefialadas. También se
ha mostrado, que estas regiones del canal pudieran estar involucradas en ef acoplamiento de la activacion a la
inactivacion rapida L.os experimentos de mutacion de analogos en fa isoforma del canal cardiaco de rata (tH1)
han mostrado que el D1612 (equivalente al E1613 del canal de Na* de cerebro de rata) es un residuo crucial

para la interaccion con la toxina de Ap-B (80).

Las toxinas « de alacran son producidas por los géneros norteafricanos Androctonus, Buthus y Leiurus

La toxina  tipo V, se aisid del veneno del alacran Lefurus quinquestriatus {LgTx) Esta se une al sitio receptor 3

21



de manera dependiente del voltaje, provocando un enlentecimiento de la inactivacion de los CSDV (81) La
estructura de varias toxinas del veneno de dicho alacran se han resuelto por RMN (82,83)

Aunque se conoce poce sobre la estructura del vestibulo externo del poro del canal de Nav, se han
propuesto varias regiones que podrian estar participando en la unién a las toxinas de anémona y o de alacran
{Fig. 9). Con estudios de la unién especifica de derivados de toxinas de alacran, se mostrd que éstas se unen al
asa S0-56 def DI, Cenjuntamente con la unidn de anticuerpos dirigidos contra el asa S5-S6 del DI, han implicado
ctaramente la participacion del Di (84) Ademas se ha mostrado, que ciertas regiones en DIV juegan un papel
importante en la union de las toxinas de anémona y o de alacran, como se ha mostrado en estudios con
canales guiméricog (85), y anticuerpos dirigidos contra regiones del péptide que forma el asa S5-56 en &l
ddminio DIV (84). De arafias australianas de la familia Afracinae llamadas de telaraiia en tunel, se ha aislado una
clase de toxinas relativamente nueva, que interactiian también en el sitio receptor 3. Las neurotoxinas peptidicas
a-Atracotoxina-Art y o-atracotoxina-Hv1, son toxinas de 42 aa (86) que no muestran ninguna homologia de

secuencia significativa con otras neurofoxinas conocidas Su estructura resuelta por RMN (87,88) hace ver que

7

Figura 9. Leiurus quinquestfriafus, modelo de LqTxV y su sitio de unién al CSDV En el panel izquierdo se
muestra una fotografia de un alacrén de esta especis, que se localiza principalmente en regiones desérticas del
medio oriente. En el panel medio, se presenta la estructura tridimensional {sobreposicion de 12 estructuras
obtenidas por RMN) En el panel derecho se muestra el modelo propuesto del sitic de unién de las toxinas o de

alacran y de anémona a los CSDV. Tomado de Rogers ef al , 1996 {88).
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el plegamiento de estos péptidos es completamente diferente al de las toxinas « de alacran y al de las toxinas
deanémona (Ap-B). Sin embargo, estas toxinas enlentecen la inactivacion de modo similar a las toxinas « de
alacran (86). La demostracién de que las a—Atraooto;dnas se unen al sitio 3, se ha realizado con ensayos de
competencia con toxinas o de alacran, BTX y STX (86). El sitio de unién de las a-Afracotoxinas ¥ las toxinas o
de alacran, parecen traslaparse parciaimente dentro de! sitic 3 del canal de Na* También muestran interaccion
alostérica positiva, similar a la que se presenta en el acople de los sitios 2 y 3, como ya se ha mostrado para

algunas otras toxinas (89).

SITIO RECEPTOR 4 : TOXINAS 3 DE ALACRAN.

Las toxinas P se aislaron del veneno de alacranes de América del género Centruroides. Las toxinas o y B de
alacran no comparten el mismo sitio, debido a que fa union de un fipo de toxina no interfiere con la unién del otro
(90-91). También del veneno def alacran brasilefio Tytius serrulatus, se aisld una toxina B con una alta afinidad
para los CSDV denominada toxina y (Tsy) La estructura tridimensional de varias toxinas B de alacran se han
resuelto recientemente por RMN (92,93).

Las toxinas B de los alacranes americanos no modifican la inactivacion rapida, sino que producen
varios efectos: 1) desplazan hacia voltajes hipempolarizantes la voltaje-dependencia de la activacion, asi como
de la inactivacion. 2) Incrementan la amplitud de a comiente a voltajes entre -70 y -50 mV, donde la probabilidad
de apertura de los CSDV es muy baja, al estar los canales normalmente cerrados (94-96) 3} tnhiben la amplitud
de comiente a voltajes depolarizantes, entre -30 y 50 mV, al enlentecer las constantes de tiempo de la activacion
y la inactivacién En la Fig 10 se muestra un ejemplo del efecto de una toxina B sobre los CSDV.

Recientemente, se ha propuesto un modelo denominado “inmobilizacion del sensor de voltaje”, el cual
representa el mecanismo de accion de estas toxinas (98). Este mecanismo hace pensar gue la union de las

toxinas P de alacran al extremo extracelular def S4, se lleva a cabo durante el translocamiento que lieva af canal
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Figura 10. Alacran Centruroides noxius Hoffman y efecto de una toxina f§ sobre corrientes de Na*. Esta
especie se localiza en la costa del pacifico de México, siendo el alacran mas venenoso de Norteamérica
(izquierda). Ejemplo del efecto de una foxina B: Tsy 50 nM ensayada sobre CSDV de miocitos ventriculares
aislados de ratas necnatas Los trazos mostrados en la parte superior del panel derecho muestran en A los
registros control, en B y C se muestran las corrientes a 1 y 10 min. después de aplicar |z toxina en las que se
observa una disminucién en la amplitud de corriente. Al realizar las curvas |-V {parte inferior) se observa
compararias con el control (O) que tanto a 1 (_), como a 10 min {A) de exposicion a la toxina, se inhibe la

amplitud de la corriente y se desplaza a voltajes mas negativos el voltaje umbral de activacién Tomado de
Yatani et al., 1988 (97)

del estado cetrado al estado abierto De este modo, la unidn de la toxina p al extremo extracelular del segmento
S4D1, puede estabilizarlo e inmobilizarlo en la posicidn saliente (activo). La mutacion G845N, localizada en el

53-S4DIl, puede abolir el efecto de fas toxinas B de alacrén en el corrimiento del voltaje de activacion, evitando

la unién de la toxina al extremo extracelular de la conformacion activada del segmento S4Dl

CARACTERISTICAS DE LAS TOXINAS DE ALACRAN QUE ACTUAN SOBRE CSDV.
Las toxinas del veneno del alacrdn son polipéptides de 4-8 KDa que se han dasificado segun sus blancos
receptores Se han encontrado cuatro familias diferentes de toxinas que actuan especificamente con los canales

ionicos: canales de Na* (100), canales de K* (101), canales de Cl {102} y canales de Ca?- (103},
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Las toxinas de afacran contra CSDV, son proteinas bésicas con 60-76 a a, estabilizadas y fuertemente
empaquetadas por 4 puentes disulfuro capaces de reconocer CSDV de organismos diferentes, especificamente
mamiferos, insectos y crustaceos (104). Es importante sefialar aqui que el mecanismo molecular de accion descrito
para todas las toxinas de alacran contra CSDV se conoce como “modificacion del gating” Contrariamente a estos
péptidos de cadena larga, todos los péptidos de cadena corta (23-41 aa) son bloqueadors= especificos de los
canales de K* (105 -107).

Las toxinas para CSDV hasta la fecha descritas han sido clasificadas en dos clases principales: toxinas o

y toxinas f (104,108,108,112). Se han descrito ofras dos ciases distintas las cuales muestran especificidad para

canales de Na* en arirépodos, llamadas depresoras o excitatorias (110). Las toxinas excitatorias inducen una
rapida paralisis por contraccion, al provocar disparos repefitivos de los axones, atribuibles a pequerios incrementos
en el pico de la conductancia de Na* y un enlentecimiento de su inactivacion. En tanto que las toxinas depresoras
inducen una lenta paralisis flacida, al bloquear los potenciales de accion, debidos a una despolarizacion de la
membrana axonal y una progresiva supresion de la cormente de Na+ Estas cuatro clases de toxinas para canales
de Na*, comparten entre si solamente de un 20-40% de similitud en sus secuencias primarias {109, 110). Estudios
de union de las toxinas y su relacion con la toxicidad hacia mamiferos e insectos, han revelado que aun aquéllas
que se reportan como especificas para mamiferos, pueden ser toxicas para insectos y viceversa (111) Por lo tanto,
la especificidad hacia un grupo animal es mas bien relativo, debido a la existencia de reactividad cruzada (113) En
anos recientes las toxinas de alacran han ganado importancia debide af hecho de que algunas de ellas muestran
una alta selectividad por canales de Na* de insectos (111) y el hecho que son biodegradables las hace
bioinsecticidas potenciales (114)

Recientemente se ha propuesto una nueva clasificacion de ias més de 100 toxinas para canales de Na*
reportadas (104). Esta comprende 10 grupos diferentes, basados principalmente en las similitudes y diferencias en
la estructura primaria, los efectos funcionales y en la especificidad preferencial hacia diversas especies animales

(Fig 11). De esta manera, ias toxinas que ejercen su efecto solo en mamiferos, insectos o0 crustaceos, asi como

toxinas que tienen actividad en mas de una especie han sido todas colocadas en gmpos diferentes
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Figura 11. Grupos de toxinas para CSDV. Secuencias primarias de diferentes grupos de toxinas de acuerdo a
su especificidad de especie (mamiferos y/o insectos), asi como por sus propiedades de union y efectos en
ensayos electrofisiolégicos. EI nimero del grupo a que pertenecen se indica al lado derecho Las secuencias
fueron alineadas tomando como referencia los residuos de C. Se introdujeron manualmente espacios con el
objeto de maximizar las similitudes Los residuos C fueron consecutivamente numerados del extremo N- al C-
terminal, con el propdsito de facilitar la descripcion de la formacion de los enlaces disulfuro entre los fiiferentes
grupos de toxinas Las regiones de estructura secundaria revelada por estudios tridimensionales se indican entre
corchetes arriba de las secuencias, las cuales significan: [a], a-hélice y [B] significa hebra B. El asterisco a la
derecha del quinto residuo C del grupo 10, indica la posicién de la C1 susfituta dei resto de las toxinas. Ep la
base de la figura, las regiones marcadas J, M, B, y F entre corchetes muestran la posicion de las respectivas
asas descritas en fa literatura, cuyas diferencias en longitud hacen la primera division estructural entre toxinas o

y toxinas 3. Tomado de Possani et al , 1999a (104).
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ANTECEDENTES INMEDIATOS.

A la fecha, en el alacran mexicano Centruroides noxius Hoffmann, se han identificado més de 10 toxinas
contra canales de Na*, Estos componentes se han ensayado en nuestro laboratorio usando mamiferos (ratones) y
artrdpodos (crustaceos e insectos). Se definen tres efectos: no-toxico significa que los animales no mostraron
ningtin sintoma de intoxicacion en las 24 h posteriores de la inyeccion, y cuyo efecto fue similar a la inyeccién de un
amortiguador de fosfatos, solucion salina o agua El efecto toxico comprendié una serie de sintomas como
salivacion, iagrimeo, disnea, parélisis temporal de miembros (ratones) o paralisis generalizada (grillos y crustaceos).
El efecto toxico fue marcado como letal si por lo menos uno de los animales de prueba fallecia después de la
inyeccion.

De las toxinas de alacran contra CSDV purificadas del veneno de C. noxius dos son de particular interés
para este frabajo, pues en los bioensayos mostraron tener una especificidad preferencial por mamiferos (Cn2), o
por crustaceos (Cn11). Ambas toxinas son consideradas estructuraimente P. De éstas, Cn11 es una toxina nueva
que se describe bioquimica y funcionalmente por vez primera en este trabajo. Cn11 corresponde al 18% de
proteina total del veneno soluble. La toxina Cn2 ha sido mas ampliamente caracterizada al nivel bioquimico e
inmunolégico.

La toxina Cn11 fue ensayada prefiminarmente en nuestro laboratoric usando al acocil Cambarelius
montezumae $sp., una especie de crustaceos de agua dulce nativa de estanques en el area de Cuemavaca,
México. Estos ensayos mostraron que Cn11 fue letal a la dosis de 11.25 Mg/ g y fue toxica, pero no letal para grifios
(Acheta spp) a la dosis de ~ 100 Mg/ g Con esta informacion, realizamos en este trabajo ef primer ensayo
electrofisiolégico del efecto de Cn11 sobre las comientes de Na* en un sistema de neuronas en cultivo de crustaceo.
Por ofra parte, la toxina Cn2 representa el componente mas abundante del veneno de alacrén (6.8% de la
proteina total). Esta toxina es una de las mas potentes para mamiferos con una DLsy de 0 25 mg/20 g en ratones
CD1 (115-117). La accién de Cn2 fue previamente ensayada en el sistema de ovocitos de Xeropus laevis,

expresando la subunidad ¢ de los canales de Na* recombinantes rSkM1-2, una isoforma del musculo
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esquelético de rata sensible a TTX (117) En dicho trabajo ademas de la Cn2, se ensayaron otras toxinas de
alacranes de ofras especies americanas: la toxina 2 de C /impidus limpidus (Cll2) y la toxina 1 de C. infamatus
infamatus (Cii1) Las tres fueron catalogadas funcionalmente como toxinas B

Con los datos del efecto de la Cn2 y Cn11 sobre los CSDV, nos propusimos comenzar a estudiar la
relacion estructura-funcion de estas toxinas catalogadas B, modificadoras del voltaje de activacion de los canales,

tal y como se detalla en los objetivos.
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OBJETIVOS.

(GENERALES.

1 Realizar estudios electrofisiclogicos en canales de Na* de mamiferos y crustaceos para determinar el
mecanismo de accién de dos toxinas del alacran mexicano Centruroides noxius, que en bioensayos han

mostrado tener diferente especificidad de especie: Cn2 (mamiferos) y Cn11 (crustaceos).

2 Establecer una hipotesis sobre el sitio receptor a estas toxinas en los canales de Na* y asi sentar las

bases para futuros estudios de estructura-funcion.

PARTICULARES.

1) Determinar el efecto de la toxina Cn11 sobre los canales endogenos de Na*en neuronas de crustaceos

a) Realizar cultivos primarios de neuronas del 6rgano X del acocil Procambarus clarkii

b) Aislar las corrientes de Na* v determinar e efecto de ia toxina Cn11 en este sistema,

2) Determinar el efecto de la toxina Cn2 sobre canales recombinantes de Na* en un sistema de expresidn

heterdloga en una linea celular de mamiferos.

a) Establecer el sistema de expresion de canales de Na* rSkM1 del musculo esquelético de rata
(rSkM1) en la linea de células de rifién embrionario humano (HEK293).
b) Determinar el efecto de la toxina Cn2 sobre los canales de Na* rSkM1 expresados en la linea celular

HEK 293.
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MATERIALES Y METODOS.

El desarrollo de este trabajo se flevd a cabo en dos diferentes sistemas bioldgicos de crustaceos y de mamiferos,
en los que se registraron corrientes de Na* Sobre éstas se ensayaron las toxinas de afacran contra canales de

Na* La metodologia empleada fa presento en base a las diferentes etapas del desarrollo de este trabajo.
1) FASE BIOQUIMICA Y BIOENSAYOS,

MATERIAL BIOLOGICO.

Los alacranes de la especie Centruroides noxius Hoffmann se colectaron en el estado de Nayarit (México). E!
veneno se obtuvo por estimulacion eléctrica como se ha descrito (128) El veneno crudo se disolvid en agua
bidestilada y se centrifugd & 15,000 x g por 15 min, El veneno soluble (sobrenadante) se ficfilizd y se mantuvo a

-20°C hasta suuso Se requirieron aproximadamente 20 mil alacranes para obtener un gramo de veneno soluble,

PURIFICACION DE LAS TOXINAS Y PRUEBAS DE LETALIDAD.

La purificacién de las toxinas de C noxius requirio de 3 a 4 pasos cromatograficos como se ha descrito previamente
(128) Para separar jos componentes peéptidicos de alto y bajo peso molecular, primeramente se fracciond el
veneno total por filtracién en gel, y se obtuvieron 3 componentes (Fig. 12A) La unica fraccion toxica fue la ll, la cual
al someteria a cromatografia de intercambio ibnico en columnas de carboximetil-celulosa (CM-C), se obtuvieron 15

componentes, de los cuales los picos 4, 5y 6 resultaron ser toxicos para crustaceos (Fig 12B).
PURIFICACION DE LA TOXINA Cn2.

La toxina Cn2 se aislo de la fraccion 119 (es decir, fraccion Ii de Sephadex, sub-fraccion 9 de CM-celulosa),

siguiendo el proceso de separacion descrito (115,116). La fraccion se separ6 a homogeneidad como se muestra en
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Figura 12 Perfiles cromatograficos de fa purificacion de las toxinas Cn2 y Cn11. A Exclusién por peso
molecular en Sephadex G-50 B, La fraccion |l del sephadex se fracciond a su vez por intercambio inico con
carboximetil-celulosa (CM-celulosa), obteniéndose 15 componentes. Los componentes 4,5 y 6 mostraron toxicidad
para crustaceos. C. El componente 9 se pasd por columnas de CM-celulosa Se llevd a homogeneidad la
subfraccion 11-9 2.2 la cual comesponde a la toxina Cn2. D. Por otro lado del componente 5 en B, se sometio a
CLAR en columnas C18, como describe Selisko (123) obteniéndose 9 companentes mayoritarios de los cuales el 4
fue toxico para acociles. Esta fraccion se purifico nuevamente por CLAR (inserto) y el pico mayoritario es el que
contiene la toxina Cn11
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la Fig. 12C Esta toxina es el componente peptidico mayoritario con un 6.8% de proteina total (118) y es una de las

toxinas mas potentes para mamiferos (LDs=0 4 mg/20 g de peso de raton) del veneno de C.noxius.

PURIFICACION DE LA TOXINA Cn11.

La nueva toxina (Cn11) mostré ser especifica para crustaceos en los bioensayos realizados, y fue aislada de la
fraccion 1I-5 Resultd asimismo, no ser toxica para ratones a dosis de hasta 180 mg por 20 g de peso de ratén
(118), pero si mostrd tener efecto toxico hacia artropodos. La fraccién 1I-5 se separd por cromatografia liquida de
alta resolucion (CLAR), y se obtuvieron nueve sub-fracciones principales El componente marcado con el numero 4,
contiéne a la toxina pura, la cual se obtuvo finalmente en forma homogénea después de la separacion por CLAR en
una colurnna C18 de fase reversa (Fig. 20D, inserto). La fraccion marcada con un asterisco fue homogénea, como
se demostrd con la determinacion de la secuencia primaria y el andiisis de espectroscopia de masas L.a masa
molecular determinada para la toxina fue de 6972. Esta nueva toxina fue denominada Cn11 (Cn de la abreviacion
de la especie C. noxius y 11 por ser el undécimo péptido, especifico para canales de Na* que se ha purificado a
homogeneidad de este veneno) La determinacion completa de la estructura primaria de Cn11 fue un proceso largo
y compl'icado Por lo que se desarolid una novedosa modificacién a la técnica de secuenciacion descrita (118),

como se reporta por Ramirez-Dominguez, 2002 (120)
2) FASE DE CULTIVOS CELULARES,

CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS DE ACOCIL.

Se emplearon acociles (crustaceo decapodo) adultos de la especie Procambarus clarkii, el manejo, diseccion y
técnica de cultivo de las neuronas del drgano X, se realizé de acuerdo a lo descrito {120). Las neuronas fueron
culivadas a muy bajas densidades, para evitar que formaran interacciones sinapticas entre ellas (Fig. 13). Los

ensayos electrofisiologicos fueron flevados a cabo en estas neuronas después de 1-2 dias en cultivo
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Figura 13. Cuitivo primario de neuronas de crustaceo Accciles de la especie Procambarus clarkif (izquierda) a
los que se les extirparon los tallos oculares, disecando el exoesqueleto, tejidos muscular y conectivo, y exponiendo
el sistema neurohemal Organo X- glandula sinusal Los somas neuronales del OX se localizan en la médula
terminal y los axones se dirigen por la médula interna hacia la glandula sinusal (panel central} El conglomerado de
somas neurchales se separan del tallo y por dispersion se van sembrando una a una las neuronas en la caja de
culivo (derecha). A las 24 h presentan regeneracion axonal y a este tiempo se realizaron los ensayos
electrofisiclogicos

CULTIVO DE CELULAS DE MAMIFERO Y TRANSFECCION DEL DNAC DEL CANAL DE Na* rSkM1.
La linea celular usada fue la de rifién embrionario humano (HEK 293). Las células fueron cultivadas en medio Eagle
modificado de Duibeco D-MEM {GIBCO), supiementado con 10% de suero fetal bovino y se ie adicionaron los
antibidticos gentamicina {09 mif) y penicilina-estreptomicina (45 mlfl), ( ambas de GIBCO) Las células fueron
mantenidas en atmosfera humeda con 5% de COz a 37°C, y el cultivo se mantuvo hasta un méximo de 25 pases,
tipsinizando y dispersando las células de frascos de cultivo de 5 mi, dos veces por semana en una proporcion
de 1/15-1/20. En cada pase, se sembraron también células en varias cajas de cultivo de 35 mm y se dejaron crecsr
a un 70% de confluencia Estas se fransfectaron con el DNAc del canal de Na* recombinante rSkM1 proporcionado
generosamente por el Dr Rofland G Kallen (Universidad de Pennsylvania, EUA ). Antes de la transfeccion (30
min ), las células se lavaron con el medio de cultivo D-MEM suplementado con suero, pero sin antibitticos.

El DNAc de la subunidad o del canal estd insertado en ! plasmido pcDNA3 (Fig 14), el cual posee dos
promotores fuertes: 1) el promotor de citomegalovirus (CMV), que lleva a la expresion del canal, y 2) el promotor de

SV4A0, que permite la expresion del gene de resistencia a Neomicina Las células HEK293 se transfectaron
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transitoriamente con 1-2 pg de DNA, usando e método de precipitacion por fosfato de Ca? (121). La mezcla de
transfeccion se dejé en contacto con las células de 3-5 h, y transcumido el fiempo de transfeccion éstas se lavaron
con medio fresco D-MEM con antibitticos. A fas 24 h postransfeccion, se lavaron las células con medio de cultivo
fresco y se procedio a la seleccion de células que incorporaron el piasmido Esto se realizo mediante presion
selectiva con la aplicacion de 100 pl/ ml del antibidtico Geneficina G418 (Gibco). Las células con 48-36 h de

transfeccion, se dispersaron por aspersion mecanica suave y se pasaron a cubreobjetos estériles, un minimo de 2 h

previas a realizar los ensayos electrofisiologicos

.Ibfi_séihzzi@.

Figura 14. Mapa del plésmido pcDNA3. El DNAc del canal de Na* recombinante rSkM1 se encuentra insertado en
la region del polilinker. Se muestran los promotores para CMV y SV40, que inducen la transcripcion del gene del
canal y del gene de resistencia a Neomicina, respectivamente. invitrogen

3) FASE ELECTROFISIOLOGICA.

REGISTRO DE CORRIENTES DE Na* EN NEURONAS DE ACOCIL.

Para los registros electrofisiologicos se usd la técnica de fijacion de voltaje en microareas de membrana (patch-
clamp) en la configuracion de célula completa (whofe-cefl) y se aislaron las comrientes macroscopicas de Na* de
las neuronas del OX cultivadas. Los registros se obtuvieron usando un amplificador Axopatch-200A {Axon
Instruments) Las micropipetas se construyeron de capilares de borosilicato (Sutter Instruments) usando un
estirador de pipetas horizontal (Sutter Instruments). Para aislar la comiente de Nar, las neuronas fueron

incubadas en una solucién extema que contenia (en mM): 190 NaCl, 5 KCi, 10 CaClz, 2 MgCly, 20 TEA-CI, 5 4-
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AP, 2 CdCl y 10 del amertiguador HEPES (pH 7 4) La solucion interna contenian (en mM): 20 NaCl, 2 CaCly, 2
MaClz, 210 CsCH;3S0s, 5 EGTA-K y 10 de amortiguador HEPES, (pH 7 4 con KOH o CsOH) Las pipetas se
flenaron con la solucidn intema y con ésta la resistencia fue de 33 + 02 M2 La resistencia en serie se
compensd en un 65-80% Las corrientes de Na* se adquirieron a 50 Ms por punto, se fittraron con una frecuencia
de 5 kHz y almacenaron en el disco duro usando el sistema de adquisicion del convertidor analégico-digital
DigiData 1200 y ef programa computacional pClamp6, (Axon Instruments) Los transientes capacitivos y las
comientes de fuga se restaron usando el protocolo de P/4 Los ensayos con la toxina Cn11 se realizaron con
alicuotas secas y congeladas del péptido puro y se prepararon inmediatamente antes de realizar cada
experimento, disolviéndoia en solucion externa a la concentracion deseada. La solucion externa conteniendo la
toxina (10 ml) fue perfundida continuamente en la camara de registro (250 M) Los ensayos de la toxina se
hicieron en neuronas con corientes de Na* estables Los diferentes protocolos de estimulacion usados se

describen en ia seccion de resultados.

REGISTRO DE CORRIENTES A TRAVES DEL CANAL DE Na* rSKM1 EN CELULAS HEK293.

Las células HEK293 transfectadas con el canal de Na* rSkM1 se usaron 48-96 h postransfeccion Se
registraron cormientes macroscdpicas de Na*empleando la técnica de pateh-clamp, tanto en la configuracion de
célula completa, como en la configuracion del exterior celular-hacia fuera (oufside-ouf) La adquisicion de los
datos se hizo en linea con un ampiificador Axopatch-1D {Axon Instruments), un convertidor analégico digital TL-2
{Axon Instruments) y el programa de computo pClamp5 1 Los micropipetas se fabricaron & partir de capilares de
borosilicato (KIMAX) tanto en un estirador horizontal (Sutter Instruments), como con unc vertical (Sutter
Instruments) Las soluciones contenian en mM: 35 NaCl, 105 CsF, 10 EGTA y 10 de amortiguador HEPES
{interna); vy 150 NéCI, 2 KCl, 15 CaCly, 1 MgCl y 10 del amortiguador HEPES {extema), ambas a pH 7 4
Después de lienar las pipetas de pafch con la solucion interna, tuvieron una resistencia de 2-2 5 M2 Las
corrientes fueron adquiridas a <50 Hs por punto y filtradas en linea a 5 kHz. Los transientes capacitivos se
cancelaron en linea con el amplificador y fa resta de comientes de fuga se hizo con el protocolo de P/4. Los

diferentes protosolos de estimulacion usados se describen a en la seccion de resultados.

35



RESULTADQS

Una parte importante de este trabajo de tesis, ha sido aceptada para su publicacion en:

Journal of Experimental Biology

con el titulo:

Cn11, the first exampie of a scorpion toxin that is a true

blocker of Na* currents on crayfish neurons

Por.
Martha E Ramirez-Dominguez, Timoteo Olamendi-Portugal, Ubaldo Garcia, Consuelo Garcia,
Hugo Arechiga and Lourival D Possani.

En el anexo 1, se adjunta copia de las pruebas de galera del mismo.
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EFECTO DE Cn11 SOBRE CANALES DE Na* NATIVOS EN NEURONAS DE ACOCIL EN CULTIVO.

En neuronas con 24 h de cultivo, se ensay6 el efecto de la toxina Cn11 sobre las comrientes macroscopicas de
Na*. A este tiempo las células muestran un muy discreto crecimiento axonal, o cual nos permitié obtener un
buen control de! voltaje de membrana La amplitud promedio de corrientes de Na* registradas a 0 mV fue de ~2
nA El protocolo de estimulacion usado para registrar las corrientes de Na*fue un pulso cuadrado despolarizante
a 0 mV, durante 10 ms a partir de un potencial de mantenimiento de -60 mV, y repolarizando posteriormente ia
membrana a -60mV. El pulso se aplico consecutivamente cada 15 s durante 5 min. En la Fig 15 se muestran
una serie de registros sobrepuestos de ias corrientes de Na*, obtenidos en ausencia y en presencia de la
toxina Cn11, Estos datos muestran el curso temporal del efecto de la toxina sobre las corrientes de Na* en
neuronas de crustaceo, en donde la amplitud de cormiente se redujo gradualmente en el tiempo que durd la
exposicién a Cn11, liegando a tener un bloqueo méaximo de la corriente de 75% a los 35 min La reversibilidad

de este efecto fue de < 15 %, aln después de varios min. de lavado.

201 -
-———" R
tiempo (ms)

Figura 15. Efecto de Cn11 sobre las corrientes de Na* en neuronas en cultivo del OX del acocil
Procambarus clarkii. Registros obtenidos con la técnica de paich-clamp en la modalidad de célula completa
usando un protocolo de estimulacion con un pulso cuadrado despolarizante a 0 mV, a partir de un potencial de
mantenimiento de 60 mV durante 10 ms cada 15 s durante 5 min. Los registros sobrepuestos muestran el
curso temporal del efecto de 1 #M de Cn11 El registro de mayor amplitud corresponde al promedio de tres
registros control, y los de amplitud reducida corresponden a los obtenidos en presencia de Cn11 a diferentes
tiempos, indicando una inhibicion significativa de la comiente de Na* El 75% del bloquec se obtuvo a los 3 5 min.

de perfusion cen la foxina.
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Cn11 NO MODIFICA EL GATING DE LOS CANALES DE NA* DEL ACOCIL.

Con el propésito de investigar si la inhibicion en la amplitud de corriente de Na* se debia a alteraciones en la
cinética del canal, se realizé un anélisis de los registros obtenidos en ausencia y en presencia de Cn11 En las
comientes de Na- registradas a 0 mV en condiciones control, la amplitud maxima se alcanzé alos 10 + 013 ms
después de iniciado el pulso despolarizante, para posteriormente decaer exponencialmente con una constante
de tiempo de 0 86 + 0.05 ms (n=6) Adicionalmente, los trazos obtenidos ai 75% de bloqueo por Cn11, fueron
analizados y comparados con aquellos obtenidos en condiciones control, y nomalizando los registros en
presencia de toxina, como se muestra en la Fig.16. Ambos registros, se empalmaron perfectamente mostrando que
ni el tiempo al pico, ni la inactivacion rapida se modificaron por accion de la toxina. De estos resultados se puede
concluir que Cn11 aparentemente no altera el mecanismo de gating de los canales de Na* nativos, y que méas bien

su modo de accion podria estar relacionado con un bloqueo directo de los canales en los crustaceos

0.0-
< Im 4X
£ .0-

E
V
2.0

0 2 4 @ B 10
tiempo (ms)

Figura 16. Corrientes de Na* registradas a 0 mV en presencia y en ausencia de Cn11. E! registro de comiente
de Na* al 75% de bloqueo por Cn2 se escald 4X y se sobrepuso con el registro control. Notese que no se
presentaron cambios en la cinética de la cormmiente en presencia de Ia toxina

EL EFECTO DE Cn11 SOBRE LA CORRIENTE DE Na* EN NEURONAS DE ACOCIL DEPENDE DE LA CONCENTRACION.

Para explorar el efecto de diferentes concentraciones de la toxina y el curso temporal del bloqueo inducido por
Cn11 sobre las comientes de Na*, se fomaron registros cada 10 s, usando ef mismo protocolo de pulsos descrito en

el apartado anferior Se registraron los tres primeros trazos de comiente en condiciones control, después de los

—)
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cuales fas células fueron perfundidas durante 160 s con Cn11 a las concentraciones de 50, 100, 200 y 500 nM.
Transcurrido el tiempo de exposicion, la toxina fue refirada de la camara de registro lavando la preparacion con
solucion extena normal, aunque el registro continué durante 160 s mas. En la Fig.17, se grafican los cambios de la
amplitud de comiente en el tiempo normalizada con respecto al valor promedio en condiciones control (ims:) El
ensayo control se realizé en ausencia de toxing, y en este caso la comiente de Na* disminuy unicamente ~10%
durante los primeros 160 s Esta disminucion intrinseca de la comiente en funcién del tiempo (rundown) se
considerd para la estimacion subsecuente de la ampiitud de la comiente de Na* en presencia de toxina. En los
ensayos en presencia de la toxina la comriente de Na* se recuperd parcial y lentamente después del tiempo de

lavado unicamente en los experimentos en que se empled una concentracion de 50 nM.
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Figura 17. Ei efecto de Cni1 sobre la corrienie de Na* en neuronas de acocii es dependiente del tiempo y
de la concentracion de la toxina, Valores de amplitud de la corriente usando un protocolo de estimulacion con un
pulso despolarizante a 0 mV, a partir de un potencial de mantenimiento de —60 mV durante 10 ms cada 15 s
durante 5 min Se grafica la amplitud de la comrente normalizada (lms) ¥ los cambios que presenta en el tiempo
tanto en ausencia como en presencia de toxina En el ensayo control ia corriente de Na* tuvo un rundown del
~10% durante los primeros 160 s, el cual se considerd para la estimacién en la amplitud de comente de Na* en
presencia de toxina Las concentraciones de Cn11 ensayadas fueron 50 nM (m), 100 nM (o), 200 nM (¢) y 500 nM
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DETERMINACION DE LA Km PARA EL BLOQUEO DE Cn11 SOBRE LOS CANALES NEURONALES DE Na* DE ACOCIL.

A partir de los datos obtenidos en ia serie de experimentos detallados en el apartado anterior, se determiné un valor
de Kn de ~320 nM para e} blogueo de Cn11 sobre los canales de Na* en las neuronas del XO. Esto se realizd
tomando los valores de amplitud de comiente de Na* a los 70 s posteriores a la aplicacion de la toxina en las
diferentes concentraciones probadas (50, 100, 200, 500, 1000 y 3000 nM}. Los resultados de este anélisis se
presentan en la Fig 18, en la que cada punto representa el porcentaje de bloqueo de la corriente de Na* en funcién
de la concentracion de toxina. Asumimos que a los 70 s en que se determind el valor de comiente, éstas
presentaron un fundown del ~5% La Km de 320 nM para Cn11 se estimé a partir de la curva concentracion-efecto
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Figura 18. Vaior de K. determinado para Cn11 sobre los canales de Na' en neuronas del XO de
Procambarus clarkii. Los simbolos representan los valores de la amplitud de la comiente de Na* a los 70 s
posteriores a la aplicacion de Ia toxina en las diferentes concentraciones probadas (50,100, 200, 500, 1000 y 3000
nM). Los datos han sido graficados como el porcentaje de bloquec de la cormiente de Na, en funcion de la
concentracion de toxina (asumiendo un rundown del 5% mostrado a los 70 s). La linea continua representa el mejor
ajuste de los datos empleando una funcién tipo Boitzman, y &l valor obtenido para la K fue de 320 nM.

o

Cn11 NO MODIFICA LA DEPENDENCIA AL VOLTAJE DE LOS CANALES DE Na* NEURONALES DE LOS CRUSTACEOS.
Con el proposito de examinar si la aplicacion de Cn11 modificaba de algin modo la actividad de los canales, se
analizaron las comientes de Na* de las neuronas de crustaceos en los cultivos, en el rango de voltaje + 50 mV,

usando pulsos despolarizantes con incrementos de 10 mV y con una duracion de 10 ms, partiendo de un
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potencial de mantenimiento de -60 mV. En la Fig 19 se muestra un ejemplo representativo de la relacion |-V
obtenida en esta serie de experimentos. Se observa que en ausencia de la toxina (@), el umbral de activacion de
la corriente fue siempre cercano a —40 mV y alcanz6 consistentemente el valor méximo de corriente cerca de los
0 mV. Durante la perfusion con concentraciones uM de Cn11 no se modificaron ni el umbral aparente de
activacién, ni el valor de! potencial de la comiente maxima después de 3 min. Estos datos sugieren que ef
mecanismo de blogueo de Cn11 es muy semejante al bloqueo por la TTX, la STX y la p-CTX. Estos datos
ademas confirman que Cn11 no se comporta como una tipica toxina 3 modificadora del gating, sino que es un

blogueador del poro de los canales neuronales de Na*de crustaceos.

Em sm\éo) © e

-0 -40 -20
1

—_a..--ﬂ

| o

1.0
corriente normalizada

Figura 19. Cn11 no modifica la dependencia al voltaje de los canales neuronales de Na* de Procambarus
clarkii. Reiaciones |-V en el rango de voltaje de +50 mV obtenidas en condiciones control (@), donde se
observa que el umbral de activacion de la corriente fue siempre cercano a -40 mV y que la corriente alcanzé su

valor maximo cerca de los 0 mV. Durante la perfusion con 1uM de Cn11 (m) 6 3 uM (), no se modificaron ni el
umbral aparente de activacion, ni el valor del potencial de a corriente méaxima después de 3 min de exposicion a

fa toxina

EFECTO DE Cn2 SOBRE LOS CANALES DE Na* rSKM1 EXPRESADOS EN HEK293,
En células HEK293 transfectadas con la subunidad o del canal de Na* rSkM1 a las 48h posteriores a la

transfeccion se registraron corrientes rapidas macroscopicas de Na Se usé la técnica de paich clamp en la

configuracion de célula completa. EI protocolo de estimulacion usado consistié de puisos despolarizantes de 10
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ms, desde -60 a 30 mV, en incrementos de 10 mV (durante 10 ms) a partir de un potencial de mantenimiento de
-100 mV. En la Fig. 20 (panel superior), se muestra un ejemplo representativo de los ensayos realizados, donde
se presentan registros tipicos de familias de comientes obtenidos en ausencia y en presencia de Cn2 En
condiciones control el voltaje aparente, en que se empezaron a registrar corrientes fue de -50 mV La amplitud
méxima de la comiente se registrd a los -10 mV vy el tiempo al pico a este voltaje fue de <1 ms, después del cual
la cotriente decayd al enfrar los canales en el estado inactivado rapido. Tras la aplicacion directa a la solucion
del bafio de alicuotas de Cn2, correspondientes a la concentracién de 300 nM, las corrientes de Na* se
redujeron significativamente. Por ejemplo, en los experimentos control 1a amplitud al pico de Ia corriente a —10
mV fue de -3.3 + 1.7 nA (n=4} y disminuyd a 0 33 + 0.3 nA en presencia de 300 nM de Cn2. La disminucion en

la amplitud de la comiente fue >90%, efecto que se revirtié parcialmente al lavar con perfusion continua la

camara de registro con solucion extema normal

—W

control Cn2 300 nM lavado

g

«
N Zdms

Figura 20. Efecto de Cn2 sobre las corrientes de Na* a través de los canales rSkM1 expresados en las
células HEK293. Comientes macroscopicas registradas usando el protocolo de puisos detaliado en el texto. El
panel superior musstra familias de corientes en condiciones control (izquierda), en presencia de 300 nM _de Cn2
(centro) y después del lavado de Ia toxina (derecha) Ef panel inferior muestra las curvas |-V representativas de
estos experimentos. Notese que el voltaje umbral de activacion de la comiente en todos los casos fue cercano a

-50 mV (%), mosirando que éste no se modificd por la presencia de la toxina
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Con ¢l propdsito de determinar si la aplicacion de Cn2 modificaba de algiin modo la actividad de los
canales de Na*, exploramos la propiedades cinéticas de las comientes en un rango amplio de voitaje {~50 a 30 mV)
En el panel inferior de la Fig.20 se presentan las curvas |-V en ausencia y en presencia de Cn2. En esta figura se
puede apreciar que en ausencia de la toxina e! umbral de activacion de la corriente fue alrededor de ~50 mV y el
valor maximo de comiente se alcanzo consistentemente a fos -10 mV Tras la aplicacion de 300 nM de Cn2, y a
diferencia def efecto 3, no se modificaron ni el umbral aparente de activacion, ni el valor del potencial al cual se
alcanza el pico méximo de corriente. También en la Fig. 20 se observa que la inhibicion producida por Cn2 ocurrié
en todos los rangos de voltaje, sin que hubiera un cruce con la curva control (esto Gltimo era el comportamiento
esperado de una toxina ). Estos resultados nos sugieren que ia inhibicion en la ampiitud de comiente, es debida a

que Cn2 esta actuando como bloqueador de los canales de Na*de mamiferos y no como una tipica toxina

Cn2 NO MODIFICA EL GATING DE LOS CANALES DE Na* rSKM1 EN CELULAS HEK293.
Con el propésito de investigar si la inhibicién de la comiente por Cn2 va acompafiada de modificaciones cinéticas
en los canales, se realizd un andlisis de los registros de fas corrientes de Na* en ausencia y en presencia de la

toxina. Del apartado anterior, los trazos control obtenidos a -20 mV se compararon con los obtenidos en

1 2 “\ B

control

1.2nA

4ms

superposicién

Figura 21. Efecto de Cn2 sobre la cinética de las corrientes de Na* a través de canales rSkM1 en células
HEK293. Registros de corrientes de Na* a -20 mV en ausencia y en presencia de Cn2 300 nM. El registro en
presencia de la toxina ha sido amplificado 4 6 veces para hacer la superposicion. Ambos registros se
empalmaron para mostrar que ni el tiempo al pico, ni el decaimiento de la corriente se modificaron por efecto de

Cn2.
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presencia de 300 nM de Cn2 El registro con toxina se normalizaron con respecto al control usando un factor de
4 6X, con el objeto de que ambos tuvieran la misma amplitud. Como se observa en la Fig. 21 ambos registros se
empalmaron perfectamente, lo que nos indica que ni el tiempo al pico, ni el decaimiento de Ia corriente se
modificaron por efecto de la toxina. Estos datos corroboran la idea de que Cn2 no estd modificando el
mecanismo de activacidn, ni el de inactivacion de los canales de Na* de misculo esquelético de mamiferos

Con el propdsito de corroborar si la exposicion a Cn2 no producia un comimiento en el voltaje de
activaciér; de fos canales de Na* comparamos registros obtenidos a voltajes de -60 y -50 mV en presencia y en
ausencia de la toxina Cn2. En este intervalo de voltaje comienza la activacion de estos canales. En la Fig 22 se
muestra un ejemplo de los trazos control, ndtese que a -60 mV no se registra corriente y a -50 mV ya se registra
una pequefia corriente entrante de Na*. Tras la aplicacion de 300 nM de Cn2, no se registro corriente ni a -60, ni
a -50 mV. Lo que nos indica que Cn2 no se comporta como una tipica toxina B, pues no esta activando los

canales de Na* a voltajes mas negativos.

control Ccn2
50 mV 80 mV
50 mV ] 40 mV

4 ms

0.8 nA

Figura 22. Cn2 no desplaza el voltaje de activacion de los canales rSkM1 hacia voitajes hiperpolarizados
Cormientes de Na* a -60 y -50 mV en presencia y en ausencia de 300 nM de Cn2, segln se indica en el texto

Para estudiar fa inactivacion en el estado estacionario {he) de los canales de Na* rSkM1, en ausencia y
en presencia de Cn2, se utilizé un protocolo convencional de dos pulsos (1) donde partiendo de un potencial de
mantenimiento de -110 mV se aplicé una serie de pulsos condicionantes de 1 s de duracion, en el rango de
voltaje de -100 a -30 mV (cada 10 mV), seguidos de un breve pulso despolarizante a =10 mV. Los datos
obtenidos se muestran en la resuitante curva de inactivacion en el estado estacionario de la Fig 23 Los puntos
se ajustaron a una ecuacion de Boltzmann de la forma: Ivs = fmad(1 + exp{(Vm - Vi)/k}), donde /r»ax €S la corriente

méaxima calculada, Vy es el potencial de membrana en que la mitad de la comiente esta inactivada, y k es la
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pendiente. Como es evidente de la figura 23 fa dependencia de voltaje de la inactivacion en el estado
estacionario de los canales de Na* rSkM1, en tres diferentes células tratadas con diferentes concentraciones de
Cn2 (A 100, ¥ 200 y m300 nM) fueron casi idénticas a la observada en las células control (). De este modo,
concluimos que a diferencia de las toxinas {3, la toxina Cn2 no induce modificaciones sobre la inactivacion en el
estado estacionario de los canales Por consiguiente, podemos aseverar que Cn2 no modifica el gating y esta

actuando como un bloqueador del poro de los canales de Na* de mamiferos.

1.2

0.8

0.4,

ho

0.0

o

420 .80 60 30
| Prepulso (mV)

Figura 23, Cn2 no modifica la inactivacién de log canales de Na* de mamiferos. Curva de inactivacién en el
estado estacionario para los canales rSkM1 en ausencia (e) y en presencia de diferentes concentraciones de
Cn2 (A 100, ¥ 200 y m 300 nM). Estos datos fueron casi idénticos a los observados en las células control. Los
datos obtenidos se ajustaron a una funcién de Boltzman

EL EFECTO BLOQUEADOR DE Cn2 SOBRE rSKM1 NO DEPENDE DE LA FRECUENCIA DEL ESTIMULO Ni DEL VOLTAJE.

En ofra serie de experimentos, se analizaron algunas de las caracteristicas del bloqueo que Cn2 ejerce
sobre los canales de Na* rSkM1, para determinar si existe alguna similitud con & bloqueo que TTX y §TX
ejercen sobre los canales de Na* sensibles a ellas En este caso, se empled un protocolo de estimulacion con
pulsos despolarizantes de -10 mV/8 ms, a partir de un potencial de mantenimiento de -100 mV Estos puisos

fueron aplicados a dos diferentes frecuencias de estimulacion; 1 y 0.2 Hz, es decir 1 pulso/s y 5 pulsos/s

respectivamente.
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1&0.2Hz

154 ®*e®®e Control

Cn2 300 nM
-1.01 2 2 ¥ n 3 ¥ " 38% inhibicién

I Na (nA)
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75% inhibicion

123456789
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Figura 24. Efecto de la frecuencia de estimulacion sobre el bloqueo de Cn2 Valores de amplitud de la
corriente de Na* a-10 mV, obtenidos a dos distintas frecuencias de estimulacion. (o) Control, Cn2 300 nM a 1
Hz(m) 602Hz (A },y15uMdeCn2a1Hz(V )ya02Hz(e)

Se determind la amplitud de comiente en presencia de altas concentraciones de Cn2, a ambas
frecuencias Los resuifados se presentan en la Fig. 24, en donde se observa que en condiciones control (e) la
amplitud de la cormiente fue de -1.5 nA, y que disminuyd a un 38% en presencia de 300 nM de Cn2, sin que se
observaran cambios significativos en la amplitud de la corriente en respuesta a los estimulos aplicados a las dos
distintas frecuencias utilizadas: 1 Hz (=) 6 02 Hz (A ). Esto es, 2 diferencia de! bloqueo por TTX y STX, &l
bloqueo por Cn2 no es uso dependiente. Para el caso de fa aplicacion de 15 uM de Cn2, la comiente de Na*
tuvo valores cercanos a los -0.5 nA a 1Hz (¥ ) asi como a2 0 2 Hz (). Estos resultados nos muestran que: a) el
efecto blogqueador de Cn2 es dependiente de la concentracién y b) que no se observa un blogueo acumulativo,
es decir una reduccién progresiva en el pico de ia corriente, debida al aumento en la frecuencia de estimulacion.
Este dato sugieren que el blogueo por Cn2, a diferencia de TTX y STX, no depende de la frecuencia de
estimulacion.

En la Fig 25 se presentan los resultados de la relacion de fraccion de comiente blogueada ([1-(I/lo}}), en
funcion-del voltaje transmembranal, en presencia de la toxina Cn2 En la grafica se muestra que ia modificacion
en la amplitud de la coriente, se debe exclusivamente a la aplicacion de la Cn2 (con un comportamiento

dependiente de la concentracion), sin que se presente modificacion aiguna en la amplitud de corriente, a los
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diferentes voltajes de prueba Se observa que el comportamiento fue lineal en el rango de voltaje probado. Estos
resultados indican que el bloqueo por Cn2 se esta llevando a efecto desde el estado cemrado del canal, ya que

no depende del voltaje transmembranal.

0.8 _, > * o *
<> Cn2 1 uM

e ® &nZo5um

v v B 9
Cn2 0.3 uM

0.2 B = = m 2 2

w >

Inhibicion 1-{iflo)
Q
>

40 -30 -20 -10 O 10

Vp (mV)
Figura 25. El bloqueo de Cn2 sobre los canales rSkM1 no es dependiente del voltaje transmembranal.
Relacion de corriente de Na* representada como la fraccion de bloqueada, respecto a diferentes potenciales de

prueba. Se presentan sobrepuestos datos obtenidos en diferentes experimentos realizados por separado con
concentraciones crecientes de Cn2.

RELACION DOSIS-RESPUESTA Y DETERMINACION DE LA Kp DEL BLOQUEO POR Cn2 DE LOS CANALES DE Na* rSKM1.

Finalmente, en oira serie de experimentos se registraron las corientes de Na* con pulsos despolarizantes de 8 ms de
duracion, en el intervalo de voltaje de -40 a 30 mV, a partir de un potencial de mantenimiento de -100 mV, y con ese
protocolo de pulsos se detemind la magnitud del bloqueo ejercido-por Cn2 a diferentes concentraciones En estos
experimentos se utilizaron diferentes células y se probaron distintas concentraciones de fa toxina En la curva dosis-
respuesta que se muestra en ia Fig. 26, cada punto representa el valor promedio (4-8 repeticiones) del porcentaje de
bloqueo de la corriente de Na* registrada a -10 mV, con cada una de las concentraciones probadas (65, 190, 250, 325,
520 y 1000 nM). Con los datos anteriores se defermind el valor de Kp de 230 nM, con las reciprocas de los vaiores de

concentracion de la foxina (1/Cn2), respecto a la fraccion de comiente bloqueada (i/fb), donde fb=1-{I/lo).
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DISCUSION,

En términos generales las neurotoxinas que actlan sobre los CSDV ejercen su mecanismo de accién en fres
mecanismos diferentes: 1) bloqueando el poro, 2) modulando alostérica e indirectamente el mecanismo de apertura
y clerre de los canales, mejor conocido como gafing, y 3) modulando directamente el gating, mediante un
mecanismo especifico denominado inmovilizacién del sensor de voltaje

Las toxinas bloqueadoras inhiben la conductancia idnica al obstruir fisicamente la via de permeabilidad, al
interactuar (extra- o intracelularmente) con el vestibulo del poro del canal. La interaccion con el vestibulo externo,
es el mecanismo empleado por las toxinas de guanidino (TTX y STX) y la toxina polipeptidica H-CTX. Por ofra
parte, los anestésicos locales bloquean intracelularmente af canal, mediante la interaccién con el vestibulo intemo
del poro. Las neurotoxinas no peptidicas que son modificadoras del gating, actban a través de un mecanismo
alostérico al unirse en sitios receptores diferentes a los que se unen las toxinas peptidicas. Se ha propuesto que las
toxinas polipeptidicas de anémona y de alacranes, $e unen a sitios receptores extracelulares, y modifican el gafing
del canal al mantener inmovilizado al sensor de voltaje en diferentes posiciones. Los estudios que definen los sitios
receptores y los mecanismos de accion de estas neurotoxinas han sido revisadas recientemente (122)

Del alacrén C. noxius se han identificado méas de 10 toxinas contra canales de Na*, consideradas
estructuralmente B Dos de ellas en los bioensayos realizados, mostraron especificidad por mamiferos (Cn2) o por
crusticeos (Cn11). Esta (itima es una toxina nueva, que se describe por primera vez bioquimica y funcionalmente
en este trabajo El desarrolio de esta parte del proyecto se realizé con la colaboracion del Dr. Ubaldo Garcia
(CINVESTAYV, IPN}). Se emplearon cultivos primarios de neuronas del drgano X del acocil Procambarus clarkii
como sistema modelo. En éstas se determind el efecto de la toxina Cﬁﬂ sobre las corrientes de Na* sensibles a
TTX. Aunque no se mostro en la seccién de resultados, ta especificidad de Cn11 para los CSDV se corrobord al
ensayarla sobre comientes aisladas de K* y de Ca?* La toxina no afecto las propiedades cinéticas, ni la

dependencia del voltaje transmembranal de dichas corrientes
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Los resultados obtenidos en los CSDV de neuronas en cultivo, sefialan que contrario a lo descrito para
una toxina B, esta nueva toxina no modifica el mecanismo de gafing, sino que es un blogueador del poro de los
CSDV neuronales de los crustaceos. Este bloqueo es dependiente de la concentracion, con una Km de 320 nM.
Ademas, Cni1 no modifica la dependencia del voltaje de la actividad estos canales de Na* sensibles a TTX.
Nuestros resultados sefialan que Cn11 es la primer toxina de alacran contra CSDV con actividad biogueadora.

Cabe sealar en este punto, que el blogueo por Cn11 no fue total, dado que quedaba una pequefia
fraccion de comiente de Na* remanente (5-15%), aun a concentraciones altas y en tiempos prolongados de
perfusion. Este hecho nos sugiere que la fraccion no bloqueada por Cn11 podria corresponder a una pobiacién
de CSDV neuronales insensibles a TTX (TTX-R) Este tipo de canales se han descrito para algunas neuronas
del 6rgano X, en preparaciones del tallo ocular aislado (145). Esta corriente de Na* TTX-R se presenta en
células con actividad eléctrica tipo marcapaso (aquéllas que disparan trenes de potenciales de accién) Sin
embargo, estas corrientes TTX-R no han sido aisladas para el estudio de su dependencia al voltaje
transmembranal y la determinacion de sus parametros cinéticos De esta manera, cabe la posibilidad que Cn11
sea una toxina que probablemente discrimine entre estos dos tipos de CSDV presentes en las neuronas del
acocil

En lo referente a la toxina Cn2, su funcién fue descrita previamente en un sistema de expresion
heterbloga (ovocitos de Xenopus faevis), usando la subunidad & de los canales de Na* rSkM1-2, isoforma de
musculo esquelético de rata sensible ala TTX y a la B-CTX ftipo GIIIA (117). En ese trabajo, se describio el efecto
de Cn2 como una tipica toxina B Con base en estos antecedentes, nos propusimos comenzar a estudiar mas a
fondo la relacion de la toxina Cn2 con los CSDV de mamiferos, para de esta manera comenzar a dilucidar los
determinantes estructurales involucrados en los posibles sitios de la interaccion entre la toxina y los CSDV Para
esto, implementamos en el laboratorio el sistema de expresion heterbloga del canal de Na* de musculo
esquelético de rata (rSkM1), sensible a TTX y la -CTX tipo GIIIB, expresado en la linea celular de rifion

embrionario humano (HEK293) Esta parte del estudio, la realizamos con ia asesoria del Dr Froylan Gomez-
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Lagunas (Fac. Medicina, UNAM) y gracias a la colaboracion con el Dr. Rolland Kallen (Universidad de
Pennsylvania, EUA) quien proporciond la clona del canal. Las células HEK293 fueron amablemente proporcionadas
por la Dra, Ligia Toro (UCLA, EUA).

Los resultados cbtenidos con Cn2 en este sistema de CSDV interesantemente difiere de lo reportado (1175,
ya que ésta no afectd el mecanismo de gating de los CSDV  Esta discrepancia puede surgir de las diferencias en
el sistema de expresion (ovocitos respecto a células de mamiferos), asi como de las diferencias en los residuos
del poro del canal que confieren ia sensibilidad a las isoformas de H-CTX en rSKM1, respecto a rSKiM1-2.

En este trabajo de tesis demostramos que en nuestro sistema de expresion, Cn2 resultd ser una toxiha
bloqueadora del poro de los canales rSkM1, como lo son TTX, STX y H-CTX. El blogueo por Cn2 fue
dependiente de la concentracion con una Kd de 230 nM  El bloqueo por Cn2 no mostré ser dependiente de ia
frecuencia de estimulacion (uso-dependencia), ni del voltaje ransmembranal Estas caracteristicas del bloqueo
de Cn2, difieren sin embargo de las caracteristicas del bloqueo por la TTX y la STX que son uso- y volitaje-
dependientes. Estos resultados sugieren fuertemente que el blogueo de Cn2 en los canales rSkM1, se esta
llevando a efecto desde el estado cerrado del canal, aunque nuestros dafos no excluyen la posibilidad de que
también pueda unirse al canal abierto.

La uso-dependencia es también una caracteristica dei efecto del bloqueo de los anestésicos locales, los
cuales bloquean el poro del canal desde el lado citopiasmico a nivel del vestibulo intemo del poro. Esta uso-
dependencia del blogueo se ha considerado como una evidencia de que dichas toxinas se unen mejor al canal en
el estado abierto que en el cerrado (1) Esta caracteristica del bloqueo de la TTX y la STX fue inicialmente
reportada para la isoforma cardiaca (124), y se ha observado también en preparaciones altamente sensibles a
dichas toxinas, como 1o es el axén del acocil Procambarus clarkif (125) y el nodo de Ranvier de rana (126), y
parece ser comun a todos los CSDV

Se ha sugerido que en ef reposo el canal tiene una menor afinidad por la TTX, debido a que a menudo
ésta se une al poro, cuando el canal esta albergando en un sitio mas intemo a un ion Na*o Ca? Este ion impide la

interaccion con la toxina (125), y de esta manera, €l ion permanece atrapado en el poro mientras el canal esta
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cerrado La despolarizacion de la membrana confiere al canal una alta probabilidad de abrirse, y de este modo
permite que el ion escape hacia el medio intracelular, incrementando asi la estabilidad de! estado conformacional
del canal, que permite el pegado de fa TTX. Este mecanismo es apoyado por los estudios de fa interaccién de TTX

con los CSDV que es antagonizada por cationes mono y divalentes (127,128).

RELACION DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA DE Cn2 Y Cn11 CON LOS GRUPOS DE TOXINAS DE ALACRAN CONTRA CSDV.
En este frabajo de tesis hemos mostrado que Cn2 y Cn11 son las primeras toxinas de alacran bloqueadoras del
poro de los CSDV. En contraste a lo descrito para todas las demas toxinas de alacran contra canales de Na*
estudiadas a la fecha, que son modificadoras del gafing. Estos resultados nos llevan a incluir, dentro de la
clasificacion propuesta (104) un nuevo grupo el cual conjunta a las toxinas bloqueadoras de los canales de Na*
Interesantemente este 11° grupo muestra también especificidad hacia canales de mamifero {Cn2) o de artropodo
(Cn11), siendo de este modo las toxinas tipo para cada especie animal

Se realizé un analisis de la identidad de secuencia haciendo comparaciones pareadas de la nueva
toxina Cn11, con cada una de las secuencias de las toxinas tipo de los 10 grupos propuestos (Fig. 27). Se
introdujeron espacios para reforzar las simifitudes y colocar los residuos de C en posiciones equivalentes Sélo el
grupo 10, que es una toxina del insecto (AaHIT), tiene un enlace disulfuro que no encaja exactamente con los
otros. E! grupo mas estrechamente relacionado con Cn11 es el 4 ya que tiene un 56% de identidad con la toxina
Las otras toxinas tienen identidades de solo el 28-46% En general, se conservan las dos secuencias consenso
CXXXC y la CXC, donde C representa cisteina y X cualquier residuc que sirva para estabilizar la estructura
tridimensional al unir la @-hélice con los segmentos de la hoja E. Se observa que entre Cn11 y Cn2 existe slo
un 25% de identidad y sin embargo estas toxinas poseen propiedades de bloqueadores de CSDV De este modo
podemos decir que el argumento méas importante para clasificar a Cn2 y a Cn11 como un grupo distinto reside en

su efecto sobre los CSDV
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Figura 27. Porcentaje de identidad al comparar las toxinas tipo para CSDV de cada grupo con Cni1.

En términos generales podemos decir que el blogueo producido por Cn2 y Cn11 sobre os CSDV es
similar @ bloqueo ejercido por TTX, STXy u-CTX. Esto nos hace suponer que ambas toxinas de alacran se
unen también al sitio 1, en la regién de mayor amplitud del vestibulo externo poro del canal Ademas el hecho de
que ambas bloqueen en forma independiente del voltaje los CSDV, sugiere fuerfemente que tanto Cn2 como
Cn11 estarian interactuando muy probablemente a nivel del vestibulo exierno del poro, sin gue su unién interfiera
con los dominios estructurales involucrados en el mecanismo de apertura y cierme del canal de Na* Por esta razon,
proponemos que Cn2 y Cn11 constituyen herramientas invaluables para el estudio de la estructura del poro,
especificamente de |a regidn mas externa del vestibulo del poro, de forma semejante como la TTX, la STX (30} v
la u-CTX lo han sido para modelar la regiéon mas interna del poro (30, 69, 70, 75, 76, 130, 131) .

Cabe sefialar aqui que ofro aspecto relevante de los resuitados obtenidos en este trabajo es que Cn2 y
Cn11 presentan también especificidad hacia diferentes especies animales Y &l hecho de que existan foxinas que
afecten especificamente a los canales CSDV de los artropodos, es de particular interés biotecnologico dado su
potencial papel insecticida (132-136). En varios trabajos, se muestran ejemplos de que no existe ninguna diferencia
esencial en la susceptbilidad a las toxinas entre los CSDV de vertebrados y los de insectos. Obviamente, los

canales de Na* han permanecido muy conservados durante la evolucion {137), sin embargo existen algunas

TISISCON |
53 FALLA DE ORIGEN |




diferencias entre los CSDV de diferentes insectos (y ofros invertebrados) respecto a los de vertebrados, entre las
que destaca ef hecho de que los CSDV de insecto son generalmente mas sensibles a TTX que los de vertebrados,

aunque hay excepciones a esta regla (136,138-140).

DETERMINANTES MOLECULARES DE LA INTERACCION DE LAS NEUROTOXINAS CON LOS CSDV.
Diversos estudios funcionales han propuesto el mecanismo por el que las toxinas & de alacran y las toxinas de
anémona enfentecen la inactivacion al evitar el movimiento de las cargas del segmento V34, impidiendo por lo
tanto los cambios conformacionales que son necesarios para la inactivacion rapida. Este mecanismo de accion
se basa en la evidencia reciente obtenida en ensayos electrofisiologicos en ios que se han determinado las
comientes de compuerta o de gating (141}

El conocimiento de las bases moleculares de fa interaccion de las toxinas B de alacran con los CSDv,
s menor en comparacién con el conocimiento actual respecto a los sitios de unién de las toxinas ¢ de alacran y
las toxinas blogueadoras de los CSDV. El mecanismo de accion propuesto para las toxinas B sobre los CsDv,
involucra su interaccidn con el extremo extracelular del segmento 1134, Durante la depolarizacion el S4 se mueve
hacia fuera, y de este modo ias toxinas P se unen a un residuo del asa $3-54 que queda accesibie. Se propone
entonces que el pegado de la toxina P atrapa y estabiliza el 154 en su posicion saliente y activada.

Con el propésito de discutir mas a fondo respecto a los efectos bloqueadores de las toxinas de alacran
Cn11y Cn2, y sus probables interacciones con los CSDV es necesario mencionar varias de las caracteristicas
del bloqueo de algunas foxinas blogueadoras de canales ionicos dependientes de voltaje Las toxinas
bloqueadoras se unen al poro de los canales idnicos y evitan el flujo de iones a traves de ellos, de una manera
todo o nada Se ha demostrado que para inhibir fa cotriente ibnica fa caribdotoxina (147) y la agitoxina-2 (148)
se colocan como una especie de “gorra” sobre el poro del canal de K* En una variedad de canales de Na* la
TTX y la STX, bloguean el poro al insertarse como un "corcho” a una botelia al unirse directamente en regiones

cercanas al filtro de selectividad (1) La M-CTX es un potente bloqueador de tipo todo o nada, que actua
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solamente sobre los CSDV de musculo esquelético (150 ) Aunque se conoce la estructura de la H-CTX (149) y
que su sitio de unién se sobrelapa con el de la TTX y la STX {150), su mecanismo de accion es incierto. La union
de la H-CTX recae sobre interacciones militiples con el canal, y no depende de algun residuo en particular de la
toxina (130), sin embargo, el bloqueo total de la corriente involucra la localizacion estratégica de una carga
positiva cercana a la via de permeacion, pero no en el filtro de selectividad.

E! bloqueo depende de forma importante del residuo R13, el cual es estabilizado en el vestibulo extemo
del poro a través de miiltiples interacciones de union toxina-canal (76). Ademas, R13 también interactia
fuertemente con ef residuo E758 del DI, localizado tres posiciones aniba del fitro de selectividad (151). Este
E758 es importante para la conduccion idnica, pero no para la selectividad. Con la generacion de diversas
mutantes de la H-CTX en el residuo 13, sugieran que la toxina puede bloquear la corriente idnica a través de los
canales de Na*, en parte por reducir la efectividad del E758 en la facilitacion de! movimiento del cation a través
del poro Del mismo modo, al incrementar la longitud de las cadenas laterales en el residuo 13, parecen reflejar
una inhibicidn estérica. La mutacion R13Q de la H-CTX, produce un bloqueo parcial de la corriente de Na-, ya
que resulta una comiente residual significativa (~30%). De tal manera que esta mutante de la foxina y
blogusadores parciales constiuyen oportinidades Gnicas para estudiar los determinantes moleculares de la
funcién del canal sin mutar la proteina del canal al permitir identificar los requerimientos electrostaticos y
estéricos para el bloqueo de la corriente idnica por las toxinas (151-153)

Recientemente MacKinnon y colaboradores han resuelto a 32 A la estructura de un canal de K*
bacterial, lamado KesA (146). Este canal tiene la selectividad caracteristica de los canales de K+ dependientes
de voltaje La region del poro del canal KcsA se ha analizado a nivel estructural y ha constituido un excelente
modelo para el estudio de la permeacion en muchos canales idnicos, incluyendo a los canales de Na* Esto ha
dado gran informacion acerca del proceso de permeacion del poro y de la selectividad del K+ Sin embargo, el
canal KcsA no tiene un mecanismo de gating dependiente del voitaje, y de este modo no proporciona

informacién acerca de este mecanismo La estructura del cristal de la parte que forma el poro del canal KcsA,
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constituye un posible mofivo estructural relacionado a fodos los canales idnicos dependientes de voltaje Sin
embarge, la estructura de la region del poro de los CSDV se cree es diferente Esto es debido a que en ellos Ia
selectividad es determinada por las interacciones de las cadenas laterales, en vez de los carbonilos de la cadena
principal en los canales de K*, ademas en su vestibulo externo se unen moleculas refativamente grandes como
TTX STXy u-CTX

La estructura de la regién def poro de los CSDV y los segmentos tr.ansmembranales gue lo contienen
(55-86), es similar al de KesA, donde el poro estd flanqueado por dos segmentos transmembranales M1 y M2
En la Fig 28 se muestra el modelo del poro del los CSDV propuesto por Lipkind y Fozzard (142), redlizado en
base a la estructura del canal de K* bacterial. E| modelo del pora del CSDV se ajustd a un motivo estructural de
o hélice-vuelta-cadena B,el cual mantiene la interaccidn descrita experimentalmente de las toxinas
blogueadoras con el canal En él se puede obseivar que en la parte central se localizan los segmentos P de

cada dominio, que en la region del filtro de selectividad se encuentran alineados En la region inmediata superior

Figura 28. Estructura de los segmentos $5-S6 en los CSDV. El modelo del poro del CSDV ha sido realizado con
base a la estructura del canal de K* de la bacteria KesA. Los distintos colores empleados muestran el sitic de
interaccion de la TTX (verde) en el vestibulo externo, y el de los anestésicos locales (violeta) en el vestibulo interno
del poro Tomada de Lipkind y Fozzard , 2000 (142)
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al filtro de selectividad, se focaliza el sitio de unidn a la TTX Inmediatamente después en la region intracetular se
encuentra e vestibulo interno del poro, en el cual se encuentra el sitio receptor de los anestésicos locales, que
bloquean intracelularmente la via de permeabilidad a los iones (142) Respecio a la u-CTX, cabe presentar el
modelo propuesto recientemente por Dudley {130) , en el que se muestra su interaccion con el poro def canal de
Na* rSkM1, el cual se muestra en la Fig 29. Se puede conjeturar que la unién en el poro de una molécula
relativamente voluminosa, como lo eslfa w-CTX podria distorsionar significativamente la estructura del poro, y
de ahi modificar la via de permeacién idnica, sin embargo evidencias experimentales sugieren gue en general la
unidn de la n-CTX al poro del canal, practicamente no provoca perturbaciones en las propiedades del paro

En este punto, es de interés mencionar brevemente diferentes estrategias moleculares de foxinas
bloqueadoras de los canales idnicos Recientemente se han identificado los residuos que contribuyen en la
superficie de interaccion entre la 8-dendrotoxina y un canal de K*dependiente de voltaje. Esta toxina parece no
ocluir fisicamente el poro, sino que esta se une a la “torreta’, la estructura adyacente al vestibulo externo del

poro del canal; y aunque ésta puede inducir un bloqueo parcial, los autores consideran que ésto es debido

Figura 29. Modelo de la u-CTX y su interaccién con ef poro del CSDV. La estructura de la toxina (izquierda)
resalta la posicion de R13 En la de interaccion de la toxina con el poro del canal de Na* (derecha) tomado de
Dudisy 2000 (130).
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probablemente a una restriccion de la dinamica conformacional del poro, en lugar de una inhibicién electrostatica
de la conduccion (155). En contraste, todas las toxinas de alacran contra canales de K* son bloqueadoras del
poro y son ejemplificadas por la caribdotoxina, la cual obstruye el poro de los canales de K*, con la cadena
lateral de la K27, la cual entra a la parte méas estrecha del poro (156} Por otro lado, evidencias experimentales
sugieren que algunas toxinas peptidicas contras canales de Ca?* pueden causar también un bioqueo incompleto
(157,158). Si esto se confirma con analisis detallados de corrientes unitarias, podria entonces reflejar una
caracteristica estructural coman del vestibulo de los canales de Na*y de Ca2*.

La estructura tridimensional completa del canal de Na* del organo eléctrico de anguila se ha
determinado recientemente, a una resolucion de 19 A por criomicroscopia electrénica y reconstruccion de
imagenes (143) Estas (ltimas, muestran que el CSDV tiene forma de campana, con aproximadamente un 47%
de su masa en el lado intracelular y un 24% en el exterior, lo cual concuerda con el modelo bidimensional
inicialmente propuesto {3) Sin embargo, €/ poro central no se conecta directamente con el lado
citoplasmico ni al extracelular; en vez de ello, se divide en cuatro ramas. Otra caracteristica inesperada
de la estructura es la presencia de cuatro poros fransmembranales, localizados periféricamente, uno en
cada dominio denominados poros de gafing. Catterall, considera que dichos poros forman la via de
deslizamiento de los segmentos S4 (21). Sin embargo, esta interpretacién del CSDV, no concuerda con lo
descrito biofisicamente ni con los modelados estructurales Este hecho despierta aun mas la necesidad de
imagenes a mayor resolucion, que junto con nuevos estudios de estructura-funcién que perrmitan correlacionar
la estructura completa del canal con las evidencias experimentales. Tales estudios ayudaran a responder
muchas de las preguntas que surgen con respecto a la estructura del CSDV recién resuelta Por ejemplo, ¢qué
interacciones moleculares subyacen al proceso de gating? Como estarian participando los poros de gating
observados en el proceso de apertura y cierre del canal? Y en base al conecimiento de la relacion de las toxinas

bloqueadoras del poro del canal, como seria posible la inhibicion de la comiente de Na* en el poro del canal?
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Para el caso de las toxinas bloqueadoras de alacran descritas en este {rabajo de tesis, como estarian
interactuando en el poro del CSDV, sin que interfieran al menos estéricamente con el mecanismo de gating?
De modo independiente a la obtenciéon de la estructura del CSDV, el uso de toxinas que sean

bloqueadoras (totales y parciales) han abierto una ventana dnica en el estudio de las bases estructurales de la

conduccion ionica
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CONCLUSIONES.

En el presente trabajo de tesis se reporta por vez primera la secuencia primaria y la funcién de la nueva toxina
de C noxius contra CSDV a la que se le ha lamado Cn11. Se ensayé su efecto sobre canales de Na* de
neurcnas en cultive del acocil Procambarus clarkii, y contrario a lo esperado, Cn11 no resulté ser una toxina
modificadora del gating, sino que se comporté como una toxina bloqueadora de los canales de Na* neuronales.
El efecto de bloqueo de Cn11 es concentracion dependiente, con una Km de ~320 nM.

Asimismo, durante el desarrollo de este trabajo se implementd en el laboratorio a técnica de expresion
heterdloga de canales recombinantes rSkM1 en células de mamifero, y en este sistema se determing la actividad
de Ia toxina Cn2 En este sistema, contrario a lo descrito Cn2 resultd ser una toxina blogueadora de los canales
de Na* El efecto de bloqueo de Cn2 fue concentracién dependiente, con una Kd de ~230 nM El efecto de Cn2
no es dependiente del voltaje fransmembranal, ni es uso-dependiente, io cual sugiere que Cn2 se une alf canal
en su estado cerrado.

El efecto blogueador que ambas toxinas ejercen en los diferentes sistemas de CSDV usados, nos han
permitido proponer un 11° grupo en la clasificacion de foxinas de alacran para canales de Na*. Pese a que la

omologia de secuencia primaria enfre Cn2 y Cn11 es baja, el efecto bloqueador que siercen sobre los CSDV es
el argumento mas importante para clasificarias en un nuevo grupo.

En base a los resultados obtenidos en esta tesis mostramos también que el nuevo grupo de toxinas de
alacran con actividad bloqueadora, presenta también especificidad de especie, Cn2 hacia mamiferos y Cn11

hacia crustaceos.
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PERSPECTIVAS.

Dadas las diferencias en las dimensiones entre los bloqueadores del canal de Na* TTX < STX << B-CTX <<«
[Cn2 ~Cn11)), se puede suponer que cada una de elias esta interactuando a diferentes niveles en el sitio
receptor 1 del canal de Na*. Las toxinas de alacran bloqueadoras Cn2 y Cn11, podrian estar teniendo interaceion
con varios residuos localizados en fa region mas externa del vestibulo del poro. De este modo, mediante la
realizacién de estudios con dobles mutantes de los CSDV y de las toxinas de alacran bloqueadoras se podria
deducir la conformacion de la estructura del vestibulo del poro, asi como los residuos involucrados en la
interaccion toxina-canal

Actuaimente se cuenta ya con una gran canfidad de mutantes funcionales sitio especificas de los
CSDV, sin embargo para el caso de las toxinas de alacran que afectan a los canales de Na*, ia generacion de
clonas funcionales (silvestres y mutantes) ha sido particulamente dificil Contrariamente a lo que sucede con las
toxinas de cadena corta para canales de K* que se pliegan sin ningan problema, para las toxinas de cadena
larga para canales de Na* este proceso de plegamiento es complejo. Esto ha sido estudiado en detalle y ha
permitido el desarrolio de un sistema de plegamiento para toxinas de alacran de cadena larga, mediante la
creacion de una columna de proteinas chaperonas las cuales permiten que a medida que |a toxina (expresada o
sintética) va pasando a fravés de la columna, ésta va siendo plegada de forma correcta (144) De fa misma
manera, haciendo uso de variantes naturales de las dos toxinas de alacran bloqueadoras de canales de Na*
descritas en este trabajo, y empleando canales de Na* con mutaciones especificas en los probables sitios de
interaccion en la region mas externa del vestibulo del poro, se podria comenzar a realizar estudios mas
profundos de la relacion estructura funcion de las toxinas bloqueadoras y de los CSDV

De este modo, tanto Cn2 y Cn11 constituyen pues una herramienta invaluable en la investigacion de la
forma y estructura del vestibulo externo del poro de los CSDV, de la misma manera que las ofras toxinas
bloqueadoras { TTX, STX y H-CTX) revisadas en este frabajo (30, 89, 75, 76, 79, 131} Del mismo modo, éstas
constituyen ahora una herramienta importante para continuar analizando el proceso de permeabilidad ibnica en

los CSDV, en estudios mas detallados como el realizado por French y colaboradores {153), en el que describe
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los diferentes tipos de interacciones de la p-CTX y varias de sus mutantes, sobre el poro de los canales de Na*

rSkM1 que llevan finalmente a la inhibicion de Ia corriente de una forma total o parcial

Enla Fig. 30 se presenta el modelo  descrito de la toxina Cn2  (93), colocado hipotéticamente sobre el
vestibulo externo del poro, en el modelo propuesto de los segmentos S5-56 del CSDV, acordes con la estructura
del canal KcsA mostrado en la Fig 28. Sin embargo, para tener un mejor ajuste de la inferaccion toxina-canal,
- es necesario poder disefiar varias estrategias experimentales que nos permitan realizar andlisis de las posibles
interacciones electrostaticas y/o estéricas que las toxinas de alacran bloqueadoras ejerzan sobre los CSDV. Una
de estas estrategias podria ser el desarrolio de un modelo computacional ad hoc que correlacione la estructura
tridimensional de la foxina Cn2 con el poro del CSDV. Paralelamente, la realizacién de estudios
electrofisioldgicos de la cinética de interaccion de las toxinas de alacran bloqueadoras, que nos permitan

conocer més a fondo lag condiciones moleculares del mecanismo de blogueo sobre los CSDV
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Figura 30. Superposicién hipotética del modelo de la toxina Cn2 al vestibulo externo del poro del CSDV.
Superposicion de los modelos tridimensionales, obtenidos por separado de la regidn del poro del CSDV
modelada por Lipkind y Fozzard (142) y de la estructura de fa toxina Cn2 descrita por Pintar y colaboradores (93)
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Summary

A novel crustacean toxin (Cnll) was isolated and

_characterized from the venom of the Mexican scorpion

Centruroides noxius Hoffmann. 1t contains 63 amino acid
residues and is stabilized by four disulphide bridges. It is
lethal to crustaceans (Cambarellus montezumae), less toxic
to insects {(crickets) and non-toxic to mammals (mice) at
the doses assayed. In neurons isolated from the X
organ~sinus gland system of the crayfish Procambarus
clarkii, it blocks the Na* currents with an estimated K;;, of
320 nmo!I"], without affecting the Ca*" and K* currents.
The voltage-gated tetrodotoxin-sensitive Na* current was
recorded from X organ neurons in culture 24h after
plating using the whole-cell clamp configuration. The Na*

current was isolated by blocking Ca?* currents with Cd?*
and Cs* and K* currents with tetraethylammonium and 4-
aminopyridine. Under contro! conditions, the Na* currents
were activated at —40mV with a maximum amplitude at
0mV. In the presence of 1umoll-! Cnll, the Na* current
amplitude was reduced by 75% without apparent
modifications to the gating mechanism. These findings
suggest that Cnll selectively blocks a Na* channel It is
the first representative of a new group of scorpion toxins
specific for this molecular target.

Key words: amino acid sequence, Centruroides noxius, crayhsh,
neuron, Na* channel, Procambarus clarkii, scorpion/toxin. 3

Introduction

The best-studied components of scorpion venom are the
polypeptides that recognise ion channels and receptors in
excitable membranes They are harmful to a variety of
organisms including man (for reviews, see Possani et al,
1999a, 2000). The molecules responsible for the toxicity of the
scorpion venom are polypeptides of 4~8kDa that have been
classified according to their receptor targets Four different
families of toxin have been found to interact specifically with
ion channels: Na* channels (for a review, see Catterall, 1996),

i’%’ K* channels (for a review, see Garcia et al, 1997), CI-

channels {Debin et al., 1993) and Ca?* channels (for a review,
see Valdivia and Possani, 1998} Scorpion toxins that affect
Na* channeis are basic proteins with 60-76 amino acid
residues, are stabilized by four disulphide bridges and are
capable of specifically recognizing the Na* channels of
mammals, insects and crustaceans (Possani etal, 1999a). Their
molecular mechanism of action has been described as being
one in which the gating function of the channel (opening and
closing kinetics) is modified In contrast 10 these long-chain
peptides, the short-chain peptides (23—41 amino acid residues)

are specific blockers of K* channels (Batista et al , 2000) (for
reviews, see Tytgal et al., 1999; Possani et al., 1999b).
Tetrodotoxin (TTX) and saxitoxin (STX) are small
molecules with one and two guanidinium groups, respectively,
and are known to block Na* currents by interacting with the
outer entrance of the ion channel pathway Since TTX and STX
are small molecules, it is conceivable that their binding site
within the channel protein is very close to the narrowest part
of the pore, which is believed to be the selectivity filter (Terlau
and Stiilhmer, 1998). These neurotoxins bind to receptor site 1
of the Na* channel, where the blocker toxins imteract (Catterall,
199¢). To date, the only peptide described as a blocker of Na*

channels is p-conotoxin GlII, 2 22-amino-acid peptidegjsolated A\

from the venom of the snail Conus geographus. This toxin acts
in a similar manner to TTX and $TX (Mclntosh et al, 1999;
Dudley et al., 1995)

Apart from the functional classification, there is also
specificity in the toxins affecting Na* channels, in either
mammals or arthropods (mostly insecis and/or crustaceans).
However, binding studies, correlated with toxicity towards
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mammals and insects, have revealed that ever toxins known
as mamnmal-specific can be toxic to insegts and vice versa
{Gordon et al,, 1996). Therefore, the - group specificity

{ is only relative, and definite cro sts (Selisko et al.,
1996).
Scorpion toxins are classified according to their structure,
mode of action and binding site on different channels or
channel subtypes (Martin-Eauclaire and Courand, 1595;

. Gordon et al, 1996). Each class consists of several peptides
, 1isolated from the venom of different species of scorpion. The
long-chain toxins affecting Na* channels have been subdivided
primarily into two major sub-types, ot~ and B-toxins (Jover et
al, 1980; Wheeler et al,, 1983). The t-toxins bind to receptor

membrane-dependent manner (Catterall, 1986) For these
toxins, Tugarinov et al. (1997) and Zilberberg et al. (199
"have described the area of the surface (active site) of the toxin
that is capable of interacting directly with the receptor. The -
toxins, initially isolated from American scorpions, bind to
receptor site 4 on vertebrate Nat channels, producing a shift to
a more pegative potential. Binding is independent of the
membrane potential (Catterall, 1986; Couraud and Jover,
1984).

Two other distinct classes of toxin showing specificity for
arthropods, termed depressant and excitatory, have been
described (Zlotkin, 1987). These four classes of long-chain
toxin share only 2040 % similarity of amino acid sequences
{Dufion and Rochat, 1984; Martin-Eauclaire and Couraud,
1995).

Recently, Possani et al. (19992) proposed 2 new
classification, comprising 10 different groups, on the basis of
structural and physiological effects and species-specificity.
Toxins specific for mammals, insects and crustaceans and
toxins with more than one specificity were placed in distinct
groups. Below, we show that the toxin described here does not
fit into any of the previously described groups

The molecular basis of toxin specificity has been widely
studied for vanous reasons: (i) to understand the toxic effects

of scorpion venom as a pre-requisite for the development of

more effective and safer antidotes or vaccines; (ii) to study ion
channels, the target molecules of scorpion toxins, in order to
understand their molecular structure and function; and (iii) to
develop insect-specific toxins that can be used as insecticides
However, the existing information is still limited Thus far,
small differences, i.e. single amino acid modifications within
or near the critical binding region between the toxin and iis
receptor, have been considered. Also, a significant number of
natural ligands that recognize these receptor molecules are still
10 be identified and studied from the venom of scorpions,
among other organisms {(Possani et al, 1999a).

This paper describes the mechanism of action of a new Na*

5 channel toxin, relatively specific for crustaceans. Cnll blocks

N

the Na* current in cultured neurons from the X organ-sinus

( gland of crayﬁsho without modifying the gating mechanism,

and it is the first example of a new group (the eleventh) of
scorpion loxins with such a molecular effect.

| TRSIS CON
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Materials and methods
Scorpions and venom

Scorpions, Centruroides noxius Hoffmann, were collected
in the State of Nayarit (México), The venom was recovered by
electrical stimulation, as described previously (Possani et al.,
1981). The crude venom was dissolved in double-distilied
water and centrifoged at 15000g for 15min. The soluble
venom (supernatanty was freeze~dried and kept at —20°C until
use, Approximately 20000 scorpions were needed to obtain 1 g
of soluble venom.

FPurification procedures and lethality 1ests
Gel-filtration chromatography on Sephadex G-50 columns
as used as a first step to separate the components, followed
by ion-exchange chromatography (Possani et al, 1981)
Further purification of subfractions by high-performance liquid
chromatography (HPLC) was conducted as described
previously (Selisko et al., 1996; Garcia et al., 1997y Possani et
al,, 1999a). Brefly, 100 mg of soluble venom was applied to a
Sephadex G-50 column (0.9 cmx200cm) in the presence of

20mmol 1! ammonium acetate, pH47, at a flow rate of

20 ml h-1. Toxic fractions were tested in animal models (mice,
crickets and crayfish) and further separated on a carboxymethyl
cellulose column (CM-Cellulose; 0.9 cnx30 cm) equilibrated
and developed in the presence of 20 mmoli~! ammonium
acetate buffer, pH4.7, with a continuous salt gradient from
Omoll-! to 0.5moli~! NaCl The third purification step was
conducted by HPLC, with a Waters (Millipore Co., Milford,
M4, USA) system, using a C4 or a CJ8 reverse-phase column
(Vydac, Hisperia, CA, USA).

For lethality tests, three designations were used: non-toxic
means that the animals showed no symptoms of intoxication

~ within 24 h after injection, and the effect was similar to that of

injecting phosphate-buffered saline or water alone. The toxic
effect consisted of a host of symptoms such as salivation,
lacrimation, dyspnoea, temporary paralysis of the limbs (mice)
or paralysis {crickets and crayfishes). The toxic effect was
termed lethal if at least one of the test animals died after
injection.

Determination of the primary structure of Cnll

The amino acid sequence of the toxin (SWISS-PROT
accession no. P58296) was obtained (i) by direct sequencing
of the native toxin, (ii) by sequencing the reduced and
carboxymethylated toxin (RC-toxin) and (iii} by sequencing
fragments generated by enzymatic cleavage of RC-toxin
Recuction of the toxin with dithiothreitol, alkylation with
iodoacetic acid, enzymatic cleavage with trypsin,
chymotrypsin and endoproteinase V8 and separation by HPLC
of the sub-peptides were performed as described previously
{Possani et al, 199%a) Microsequence determination was
carried out by automatic Edman degradation using either a
Millipore apparatys (ProSequencer model 6600) or a
Beckman (LF 3000 Protein Sequencer) machine, as described
previously (Garcia et al, 1997) For the most C-terminal
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amino acid residues, mass spectrometry analysis (Scaloni et
al., 2000) or a new strategy developed in our laboratory . ]
Gurrola, initials names 1o comg, unpublished
observations) was used. For the latier, a synthetic pentapeptide
containing the sequence N-acetyl-Lys-Cys-Lys-Tyr-Lys was
prepared to make a disulphide bridge with the terminal
cysteine residue of the unknown peptide for sequencing, Since
the N-terminal lysine residue of the synthetic peptide was
blocked, only the unknown peptide containing a free thiol
group would be sequenced, after preparing a heterodimer by
mixed disulphide bridge formation, with the synthetic carrier
pentapeptide.

Neuron culture technigues

Adult crayfish, Procambarus clarkii, were collected from
Rio Conchos, Chihuahua, México, and adapted to laboratory
conditions for 1 week, under a 12h:12hk lightdark
photoperiod. Eyestalks were excised and placed in chilled
crayfish saline solution (in mmol1-1): 205 NaCl, 5 4 KCl, 13.5
CaCly, 2.6 MgCly and 10 Hepes, adjusted to pH7.4 with
NaOH. The exoskeleton, muscles and connective tissue
“surroonding the neural structures were carefully removed
under a dissecting microscope to expose the neuronal somata
Isolated X organ neurons were incubated in
collagenase/dispase  (200uim!-!, Boghringer Mannheim)
dissolved in modified Leibovitz L-15 (Gibco) culture medium

for 60 min. The enzyme was washed out, and the X organ

neurons were dissociated by gentie suction through fire-
polished micropipettes, as described previously (Garcia et al.,
19903, and plated onto a 200 ul recording chamber precoated
with Concanavalin A (Type III, Sigma). The jonic composition
of the culture medium was increased 10 maich that of the
crayfish saline solution. In addition, 5.5mmoll-! glucose,
2mmoll! r-glutamine, 16pgmi-! gentamycin (Shering
Plough) and 5pgml! sweptomycin (Sigma) were added.
Cultured cells were kept in darkness for 24h before the
experiments were conducted.

Electrophysiology

Voltage-clamp experiments it the whole-cell configuration
were performed using cultered X organ neurons. Na* current
recordings were obtained using an Axopatch-200A amplifier
{Axon Instruments) Pipettes were constructed from
borosilicate capillaries (Sutter Instruments; CA, USA) using a
heorizontal puller (P-87 Flaming Brown, Sutter Instruments,
USA). Pipettes were filled with a solution containing (in
mmol I"t): 20 NaCl, 2 CaClz, 2 MgClz, 210 CsCH3SO4, 5
EGTA-K and 10 Hepes, adjusted 1o pH 7 4 with CsOH. After
being filled, the pipette tip resistance was 3 320 2MQ Series
resistance was compensated at 65-80% Na* currents were
filtered at a frequency of S3kHz and stored on hard disk using
the DigiData 1200 hardware acquisition system and its
software (pClamp$, Axon Instruments, USA) Transient

g~ capacitative and leak currents were subtracted using the P/4

AS

‘protocol
To isolate the Na* current, the neurons were superfused in

Novel group of scorpion toxins 3

a solution containing (in mmol ) 190 NaCl, 5 KCl, 10
CaClz, 2 MgClz, 20 tetracthylamonium chloride (TEA-CL), 5
4-amino pyridine (4-AP), 2 CdClz and 10 Hepes at pH7 4. The
toxin samples were kept lyophilized and freshly prepared for
each experiment by dissolving in saline solution at the desired
concentration and using the solution immediately. The solution
containing the toxin (10 ml) was continuously superfused in the
experimental chamber (20011), The toxin assays were made in
neurons with stable Na* currents.

Results
Furification and sequencing of Cnll

As reported previously (Possani et al , 1981), when applied
to a Sephadex G-50 column, the venom of the scorpion
Centruroides noxius resolves into three components, the
second of which contains most of the peptides toxic 1o mice,
crickets and crayfishes (Garcfa et al , 1997). This fraction, after
ion-exchange column chromatography (Possani et al , 1981),
gives rise to approximately 14 different components. Fraction
II-5 (i e. fraction II from Sephadex, sub-fraction 5 from CM-
Cellulose) is not toxic to mice at doses up to 180 g per 20g
mouse mass (see Garcfa et al., 1997), but is toxic to arthropods
After HPLC separation, as shown in Fig. 1, it resolves into
approximately nine main sub-components.

The component numbered 4 contained the peptide under
study and was finally obtained in homogeneous form afier
HPLC separation in a C18 reverse-phase column, set at 25%
solvent B, as shown in the inset of Fig 1 The fraction labelled
with an asterisk in the inset was homogeneous, as determined
by amino acid sequence and mass spectrometry analyses
(relative molecular mass experimentally determined to be
6972). This peptide corresponds to 1.8 % of the whole soluble
venom. It is lethal to the crayfish Cambarellus montezumae (a
freshwater species native to the ponds in the area of
Cuernavaca, México) at doses of 15 g per adult animal. It is
also toxic, but not lethal, to crickets (Acheta spp.) at doses of
approximately 20 g per animal.

In Fig. 2, we summarize the results necessary o align the
complete amino acid sequence of this nove] crustacean toxin,
termed Cnll (Cn from the abbreviation for the species
Centrurpides noxius and 11 because it was the eleventh peptide
specific for Na* channels purified to homogeneity from this
venomy)

Direct sequencing of native peptide resolved the first 20
amino acid residues (Fig. 2). This sequence was confirmed,
including the location of cysteine residues, when the toxin was
reduced and carboxymethylaied before sequencing. The first
34 residues were unequivocally identified (under-labelled
RCM in Fig. 2) Additional sequence was obtained by
overlapping the sequences obtained from a series of peptides,
after aspartic-N-endopeptidase digestion (labelled Asp-N),
from residues 20-43, endopeptidase V8 digestion
{corresponding to an elution time of 36 62min in a column
similar to that in the inset in Fig 1; data not shown), which
gave the sequence of amino acids in positions 48-59, and two
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Fig. 1. Purification of toxin Cnll. Sub-fraction II-5
(1mg), obtained by previous separation of soluble
venom of the scorpion Cenfruroides noxius, was
applied to an HPLC C4 reverse-phase column
(Vydac, Hisperia, CA, USA) and eluted with a
linear gradient of solvent A (0.12% triflucroacetic
acid in water) 10 60 % solvent B (0.1 % trifluoacetic
acid in acetonitrile) over 60 min. Component 4 (140
pg) was further separated by HPLC using a C18
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tryptic peptides obtained after trypsin digestion The tryptic
peptides are under-tabelled Trypl and Tryp2 (Fig. 2). The first

comresponds to an elution time of 29 37min and gave the™

position of residues 39-32, and the second (Tryp2) gave the
sequence from Val at position 55 to the C terminus.

To complete the full sequence, two situations were also
considered; the first concerns the peptide Trypl, whose
sequence starts with Thr at position 39, indicating that this
enzyme had some residua! chemotryptic activity contaminant
because it cleaved at Tyr38. The second observation is that the
second tryptic peptide, from residue Val33, gave unequivocal
identification only up to residue Asn61. The molecular mass,
experimentally determined to be 6972 Da, suggested that two
additional residues were lacking, compatible with the presence
of a Thr and a Cys. The latter was needed to complete the four
disulphide bridges, since one cysteine was still missing,
However, the exact positions of the missing Thr and Cys were
not known. For this reason, a pentapeptide (described in
Materials and methods) was synthesized and used {o make a
mixed disvlphide heterodimer with Tryp2. The
microsequencer results showed unequivocally that the amino
acid in position 62 was Thr, leaving a cysteine at position 63.
The theoretical relative molecular mass calculaled for native
Cnll was 6973, close 10 the value determined experimentally

' reverse-phase column (Vydac) by application of
25% solvent B (insct). The asterisk indicates the
elution position of the pure toxin.

Thus, Cnll is a peptide that contains 63 amino acid residues,
folded compacily by four disulphide bridges, similar to other
Na*-channel-specific scorpion toxins (for a review, see Possani
et al,, 1999a).

Effects of Cnll toxin on crayfish neuronal Na* channels

To obtain better voltage-clamp control, the effect of Cnli
on the Na* current was tested in neurons after 24 h in culture;
at this time, the cells show discrete axonal regeneration, but
the mean current amplitude at 0 mV was approximately 2nA

Fig. 3A shows a set of superimposed traces of inward Na*
currents obtained before and during Cnil toxin (1umoll-1)
superfusion evoked in response to 0 mV depolarising voltage

_ steps applied every 155 from a holding potential of —-60mV.

The first three traces under control conditions were averaged
(lowest trace, labeiled control). In the presence of the toxin,
the current amplitude was gradually reduced, the maximum
blocking effect being reached 3.5 min later (73 % reduction in
current amplitude). This effect was only partially reversible
{not shown).

Cnll does not modify Na* channel gating

The Na* current elicited at 0 mV under control conditions
reached a peak amplitude 10+0.13 ms after the onset of the

10 20 30 40 50 €0
ARDGYPVDEK GCKLSCLIND KWCNSACHSR GGKYGYCYTG GLACYCEAVP DNVKVWTYET NTC
P ——— de=m——w——— > P Trypl-—=-=-> =Tryp2->
P e L P e ROK==mmm e m e > nS

e ———— ASpNl-=—mr=——==— > P~=—ASpN2=-~>

Fig. 2. Compleie amino acid sequence of Cnll. The N-werminal amino acid sequence up to residuc 20 (underlinedt-d—») was oblained by dircel
sequencing of a sample of native peptide, whose sequence was confirmed up 10 residue 34 with a reduced and carborymethylated sample
{underiined gRCM—). Four additional sub-peplides obtaincd by enzymaltic cleavage of alkylated toxin, followed by HPLC separation (as in
Fig 1, data not shown), were sequenced They are under-labelled Trypl (positions 39-52) and Tryp2 (positions 55-62), for trypsin digestion
and AspN} {positions 20-44) and AspN2 (positions 51-61), for aspartic-¥ endopeplidase digestion. The Jast residuc in position 63 was
delermined by mass spectrometry {under-labelied ms)

0k

# .~

S

+



NS

Na* current (nA)
I
=

—20 -

Time {ms)

depolarizing step and then decayed 'i@xﬂ'—decay time of
(.86+0.05ms (means = SEM, N={}} The traces obtained at
75% blockade of the Na* currents were analysed and
compared with those obtained under control conditions by
scaling up the current traces in the presence of the toxin
fourfold, as shown in Fig. 3B. The traces with and without
Cnll were very similar, showing that neither the time to peak
nor the half-decay time was significantly modified Thus, the
toxin seems to be a bona fide blocker of the currents.

The effect of Cnll is time- and concentration-dependent

To explore the concentration-dependence and the time
course of the blockade induced by Cnll, the Na* current
amplitude was monitored every 10s using the pulse protocol
described in Fig. 3A. Three current traces were obtained under
control conditions; the cells were then superfused with the
same external solution but with Cnll added for 160s. The
toxin was then washed from the recording chamber and the
current was recorded for a further 160ms. As is shown in
Fig 4A, the current amplitude was normalized with respect to
the mean value obtained under contrel conditions. In the
absence of the toxin, the Na* current decreased by 10 % during
the first 160s; this rundown was taken inlo account in the
subsequent estimation of the Na* current amplitude in the
presence of the toxin. After removal of the toxin from the
recording chamber, the Na* current recovered slowly for the
lowest concentration tested (50 nmol 1-1)

To determine the Ky for the effect of Cnll on X orfign
neurons, the amplitude of the Na* corrent was measured 70s
after exposure to the toxin The percentage of current blockade
was plotted as a function of the toxin concentration, assuming
a rundown of 5% The data were fitted 1o a Boltzman’s
function, giving a calculated Ky of 320 nmol1-! (Fig. 4B).

Cnll does not modify the voliage-dependent activity of the
neuronal Na* channels
The voltage-dependence of the blockage exerted by Call
on the Na* current was explored using command pulses to
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Fig. 3 Blockade of Na* curreats by Cnll in
crayfish neurons. (A) After 3min of
establishing the whole-cell configuration,
inward Na* currents were ¢liciled by test
depolarizations to OmV from -60mV, each for
15s. The first three traces were averaged and
taken as the control value in the absence of
toxin. Subsequent traces were obtained during
perfusion of the preparation with 1pmolf-!
Cnil. The waces show how the current
decreases over time. (B) Cnll blocks the
current without affecting its kinetics, as shown
by superimposition of the time course of
control Na* currents and those in the presence
- of toxin (scaled up fourfold), which(ip blocked
75% of the conirol current (labelled I 4%)

voltages between ~50 and S0mV from a holding potential of
~60mV. Under control conditions, the apparent activation
threshold of the current was always <40 mV, and the maximal
current was consistently near 0mV (Fig. 5, open circles).
During superfusion of 1 umoll-! (filled squares) or 3 umol I~}
(open squares) Cnll, neither the apparent activation threshold
nor the potential giving the maximal current was modified
after 3min of exposure to toxin, suggesting that the
mechanism of action of Cnl1 is quite sirnilar to those of TTX
and STX.

Discussion

The puriﬁéation of Cnll followed a procedure similar ro
those used for CnS, a crustacean toxin (Garcia et al., 1997},

-and Cn10, an insect toxin (Selisko et al, 1996), purified from

the same venom. The third major peak shown in Fig, 1
(labelled 3) comresponds to Cn10, the fourth peak to Cnll, and
the fifth peak to Cn5 (see Selisko et al,, 1996) An additional
step was necessary to obtain Cnll in homogeneous form
(component labelled with an asterisk in the inset of Fig. 1).
None of the three toxins thus far isolated, sequenced and
studied from fraction II-5 of C. noxius is considered to be toxic
to mammals. They are all arthropod-specific toxins.
Furthermore, they are all long-chain peptides that, as shown by
sequence similarities and functional analysis, correspond to the
family of Na*-channel-specific peptides (see Possani et al,
1999a) However, the determination of the primary structure
of Cnll, reported here, was not straightforward.

Several cleavages with different enzymes followed by
HPLC separation of the comresponding fragments and
individual sequencing were required to obtain the full amino
acid sequence The last two residues were identified only by
using a synthetic carrier pentapetide, as described in Materials
and methods.

Before analyzing in detail the results presented here, it is
important to discuss briefly the current state of knowledge of
Na* channel blockade and permeability properties in the

9
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presence of different ligands including scorpion toxins, The
specificity of Cnll for the Na* channel was assayed using
cultured neurons from the crayfish eyestalk. As mentioned
above, Cnl1 did not affect the kinetic properties of isolated
Ca?* currents or outward K* currents. Suprisingly, a small Na*
current (3-15%) remained afier blockade by Cnll at high
concentration and for a prolonged incubation time, suggesting
that more than one type of Na* channel is present in these cells.
In a previous communication {Onetd et al., 1990), we showed
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Fig. 4 Time course of the blockade of Na* curmrents by Call and
determination of Km. (A) Under control conditions, the current
amplitude decreases steadily by approximately 10 % during the first
160s, and this is taken as a normal rundown (open circles).
Subsequent curves were obtained after superfusion with the toxi
various concentrations: filled squares, 50 nmoll™!; open s

1-1. Normalized current (Jn) was obtained as Ifin After
preparation was superfused with the external solution. The current
amplitude decreased in a concentration-dependent manner, with no
apparent recovery. (B} The percemtage of Na* current blockade
plotted against Cnll concentration 70s after application of the

VB~ (oxin, correcied for 5% rundown The poims were fiued 1o 2

"

Boltzman's equation. giving a Kn of approximately 320 nmol 1-f.
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that, there are at least two types of Na* channel in these celis,
one sensitive and the other insensitive to TTX. Assuming that
this is the case, Cnll, like TTX, can discriminate between
these two types of Na* current.

Voliage-gated Na* channels are the molecular target for a
broad range of neurotoxing that act at six or more distinet
receptor sites on the channel protein. There are hydrophilic
polypeptides, of either low or high molecular mass, that
physicaily block the pore and prevent the conductance of Na*.
There also exist alkaloid toxins and related lipid-soluble toxins
that alter the voltage-dependent gating of Na* channels via an
allosteric mechanism by binding to intramembranous receptor
sites. In contrast, polypeptide toxins alter channel gating by
voltage senmsor trapping through binding to extracellular
receptor sites. Studies defining the receptor sites and
mechanisms of action of these diverse toxins were recently
reviewed by Cestele and Catterall (2000).

If we analyze this review and that of Possani et al. (1999a),
it is clear that none of the scorpion toxins studied thus far has
a mechanism of action identical 1o that described here for
Cnll. InFig 6, we show a comparative analysis of the identity
found when comparing representative examples of each of the
10 proposed groups (Possani et al, 1999a) Pairwise
comparisons with Cnll were made separately between each of
the 10 groups described. Gaps were introduced to enhance
similarities and to place cysieine residues in equivalent
positions. Only group 10, which is an insect toxin (AaHIT},
has a disulphide pairing that does not fit exactly with the others,
and it has been reported that the disulphide arrangement of this
toxin is different from that of the others (for reviews, see

Eg (mV)

40 _ ] 20 40 60

=20
L

50

Control

Wi 1.0
Fig 5 The blockade of the Na* curremt by Cnli is not voltage-
dependent Current/voliage relationships were obtained under control
conditions (open circles) and 3 min afier the application of 1 umoll-!
(filled squares) or 3pmoli~! (open sguares) Cnil The inward
cusrents were elicited by depolarizing from a holding potental of
-60mV to +50mV, in increments of 10mYV, with pulses of 10ms
duration. Currents start ai approximately —<40mV and reach a
maximum value of approximatcly OmV. [fin, nomalized Na*

current
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Gp Toxin Amino acid sequence Percentage identity

i ic 20 an 40 50 80 70

H H H : H H H H
1 AaHII VEDGY IV=-DDVRCTY PCGR-—~RAYCNEECTKLEGE -~ SGY COWASPYGNACYCYKLPDEVR——TKGPGRCH 36
2 CgsilX =KEGYLVSKSTOCKYECLELGDNDY CLRECROOYGKSSRGYCY =A~=—=~FACHC THLYEQAVVWPLPRKTON 32
3 Tsgaumma -KEGYLMDHE-GCKLSCFI-RPSGYCGRECGIKKG--55GYCAW-~P——ACYCYGLPNWVEKVWDRATNKC 46
4 LqhIT2 --DGYIKRRD-GCKVACLIG-N~EGCHKECKA-YGG-SYGYCWTW--~CLACWCEGLPDD-KTWKSETNTCG 56
5 qIv GVRDAY TADDENCVYTCGS-~N-SYCHTECT~-KN-GAESGY COWLGKYGNACWC IKLPDKV~~-PIRIPGKCR 34
6 LgqIII VRDAYIARRY-NCVYECFR——~DSYCNDLCT-KN-GASSGYCQWAGKYGNACWCYALPDNVPI~~RVPGRCH n
7 AaEIT4 ~EHGYLLNKYTGCKVWCV I~ -NNEECGY LCH~KRRGGYYGY CY FHKL~~—ACY COGARKS~ELWNYRTNKCDL 42
8 CaEv3 =KEGYLVKKSDGCKY GCLRLGENEGCDTECKAKRQGGSYGYCYA~eF~ -~ ACHCEGLPEST PTY PLPNKSC- s
§ Cnl0 -KBGYLVNKSTGCKYNCLILGENKNCDME CKAKNQGGSYCYCY K-+ L~—~ACHCEGLPESTPTYPIPGKTCRT 3g
10 AaHIT  KENGYAVDSS-GEAPECLLS-NY-CYNNECTKVHYADK~GYCCL-~L~—--SCYCFGLNDDKKVLEISDTRRSYCDTTIIN 28
11 Cnll ARDCGY PVDEK-GCRLSCL I ~--NDEWCNSACESR=~GORYGYCYT-G~—GLACY CEAVPDNVEVWTYETNTC~ 100

Fig. 6. Pairwise comparison of identity between Cnll and the other 10 representative groups of scorpion toxin specific for Na* channels,
The amino acid sequence of the 10 represeniative examples of each sub-group of Na* channel scorpion toxin was compared with the amino
acid sequence of Cnil (the eleventh group proposed here). AaHIl is toxin I from Androctenus australis Hector, the prototype of an o-
scorpion toxin; Cssll is 1oxin II from Centruroides sufussus sufussus, the prototype of 2 f-scorpion toxin; Tsgamma is toxin gamma from
Tityus serrulatus; LqhIT2 is insect toxin 2 from Leiurus quinguestriatus hebraeus; LqqlV is toxin IV from Leiurus guinguestriatus
quinquestriatus; Lqglll is toxin 11l from the same scorpion; AaHIT4, toxin 4, is an insect toxin from Androctonus australis Hector; CsEv3
is variant 3 from Centruroides sculpsuras Ewing; Crl0, toxin 10, is an insect toxin from Centruroides noxius Hoffmann; AaHIT is an
insect toxin from Androctonus australis Hector; and Cnl1 is from this study (data from Possani et al,, 199%9a, 2000, 2001). Gaps {dashes)

__were introduced 10 enhance similarities Cysieine residues are in bold type. The right-hand column indicates the percentage identity of the

pairwise comparison

Gordon et al., 1998; Possani et al,, 1999a). The most closely
related group (group 4) has only 56 % identity with Cn1l, All

“ex~ the other toxins have identities ranging from only 28 to 46 %

e

-

o

oSBT,

(see Fig. 6). The two consensus (signature) sequences CXXXC
and CXC, where C stands for cysteine and X for any residue,
that serve 1o stabilize the three-dimensional structure by
linking the o-helix stretch with the B-sheet segmenis are
conserved, except in AaHIT, as discussed. However, the most
important argument in classifying Cnll as a distinct group
resides in its function. Cn1l blocks the Na* currents of crayfish
neurons in culture without apparently affecting the gating
mechanism of the channels, an effect known to occur for the
other groups of scorpion toxins.

Indeed, the blocking effect is time- and concentration-
dependent, with 2 Km of 320nmoll-!. The effect of Cnll is
similar to the blocking effects of TTX and STX, which
physically block the passage of ions by binding to the channels,
acting on the channel like a cork in a bottle, with the
guanidinium group of the toxin being the cork The only other
peptide described as a potent Na* channels blocker is the 22-
amino-acid peptide p-conotoxin from a marine snail (McIntosh
et al., 1999; Dudley et at, 1995).

Cnl1 is quite specific for crustaceans, having no detectable
effect on mammals at the relatively high concentration used

{more than 500 ug per 20 g mouse) @1 initials and names to

snpublished). Cnll could be a valuable ool in the
investigation of the shape and structure of the outer vestibuie
of Na* channels, as has been reported for other systems (Frech
and Dudley, 1999; Marban et al., 1998; Chahaine et al., 1998;
Dudley et al, 1995; Li et al,, 1997; Fozzard and Lipkind,
1996).
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