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Como otros venenos, los venenos de arañas son mezclas complejas, con una variedad de 

componentes de naturaleza pr()teica y no proteica, los cuales incluyen proteínas, 

componentes orgánicos e inorg!Ínicos d~ bajo peso molecular y liria diversidad de péptidos 

neurotóxicos que actÚananivelde 6anales iónicos. 
:·, •.. _.,¿ 

·, 

En este trabajo se realizó eLple,gamiento in vitro de la toxina GrTxl sintética en buffer 
'. 

conteniendo una 1riezc!a de (}SH/GSSG; la eficiencia obtenida en Ja reacción de 
.;,· .. - · ... -- --- -

plegamiento fue del45 %;,/l?akfines comparativos, se purificó del veneno de Ja tarántula 
.··,. . '..:' .",'_ - .· 

Grammostola rosea(() Phhxotrichus (IU1'.at11s), la toxina GrTxl nativa utilizando 

cromatografia de exclusión,m()lecular y cromatrografia líquida de alta resolución en fase 

reversa. La secuencia de ¡Jni~oácidos d~:Gffxl. YCQKWMWTCDEERKCCEGLVCRL 

WCK.K.KlEW se corroboró ~i;ectJ1nénte por degradación de Edman y Ja masa molecular de 

3979.6 Da, determinada por especfronietría dé masas, coincidió con la deducida de la 

secuencia. 

A nivel de estructura primaria, GrTx 1 conserva el motivo de, cisteínas análogo a otras 

toxinas de araña y caracoles marinos, y p~esenta identidad .de secuencia con las toxinas 

GsMTx2 (87 .1 %), GsSeq 1 (79.3%) de la especié G; s]Jat11/ata y HwTx~I (34.5%) de la 

especie S. huwena. La presencia de seis cisteÍn'as eni~ s~cUe~cia sugirió la existencia de 3 

puentes disulfuros, los cuales fuer()l1, ~~mostragosp~r especitrometria de masas después de 

la reducción de la toxina nativa con diti~tr~itoi .. 





Se investigó la actividad de. Gi:Tx 1 sobre canales de. sodio:encélulas de rabdomiosarcoma 

humano y c~nales ci.e pota~¿otipo E~g empleyo ~élulas~de 1Jn .hib~idoma de neuroblastoma 

murino fusionadas con células d~ gringlio d()r~~I rl~rátó~. A d~~is de 5 µg/ml ( 1.2 pM), 

GrTx 1 · bl~quea reversible~ente e1·4d%cie·la;co~ie~te~;de·sodio·ya dos.is de 20 µg/ml ( 4.8 
. -... - ·0:: --· - . ··;.-, · .. -.:.''.",_· --~~-

pM) bloquea en un 90% las corrientes de pofosi.ótipO Erg. · 

Este resultado constituye una novedad, yá que es el primer reporte de una toxina peptídica 

de araña que bloquea canales de potasio tipo Erg y también canales de sodio; otras toxinas 

de araña reportadas han mostrado, principalmente actividad sobre otros canales de potasio 

del tipo voltaje dependiente y mecanosensibles. 

2 



11. INTRODUCCIÓN 

11.1 Generalidades 

Las arañas pettenecen al orden Aranea, una de las principales divisiones de la clase 

Araclmida. Más de 40.000 especies han sido descritas y probablemente muchas más 

pe1manecen aún sin ser identHicadas (Escoubas et al., 2000). Muy pocas especies de 
,"" . - ' -. , ~ - , ., 

arañas son reaírriente 'venenosiis y representan Un verdadero riesgo para el hombre. 

El térrriin~ tarán,tula, otor~ado al orden Nlyga/omorphae, apareció en la literatt1ra para 

describir a la araña de la región italiana de Taranta, lycosa taren tu/a,· en donde su picadura 

habría ocasionado ctisis semejantes a las de la epilepsia, siendo el único remedio para éstas, 

los bailes frenéticos de las tarantelas que los aldeanos practicaban col~~tivamente y que 
. ---

"curaban" a las víctimas. En realidad la tarantela fue una excusa paraorga~izar bailes 

debido a imposiciones de la iglesia católica en limitar este tipo de actos. 

La principal característica que diferencia a las tarántulas de la arañas verdaderas es la 

disposición de sus quelíceros. En las ptimeras, éstos se mueven paralelamente respecto al 

~je de su cuerpo, mientras que en las arañas verdaderas se mueven de manera perpendicular 

(Marshall, 2001 ). 

TESt~ cor-1 
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Las umñas son animales anliqufsimos: los primeros f"ósilcs de arácnidos-se remontan al 

periodo Devónico, hace aproximadamente cuatrocientos millones de años. Las primeras 

arañas fueron segmentadas, similares al subórden Mesotltelae (Liphistiidae)" que vive 
. . -. -- ' - . 

actuulmentey•porcuyarazónseles-reriere-frecuentementecomoc".Fó~il~syi\/Íente'',(Fig. l). 

Y estigios de esta segmentación abdominal tUmbiérÍ se h"~lla clarani~nic pi'eserite en familias 
; :·· -._-:·· .. · ·-:.. ·." ' 

como Hypochiliidae así como en varias arañas .· Mygal01nÓr[Jhae de la familia 
- • -· - ,-:: ,- ~ ·,º'. ;·. ·, - >-. .-:-. ;,, - . 

Antrodiaelidae. No obstante, se conoce coll poca precisión los ancestros de las arañas. 

Como el resto de los artrópodos, proceden posiblemente de gusanos marinos 

metamerizados •• es. decir, constituidos por una serie de segmentos iguales que se repiten 

varios números de veces (Masiac, 1996). Estas criaturas son tres veces más antiguas que 

los dinosaurios y· al compararlas con los primeros hombres, cuya aparición se remonta a 

sólo hace dos millones de años, tendremos que constatar que son al menos, cien veces más 

antiguas que nosotros. 

Figura l. Especies Liphistius de Tailyia en donde se puede 

apreciar la segmentación externa del opistosoma 
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En cuanto a la clasificaci n de las ara as,_~xiste!1_much'!s desacuerdos especialmente con la 

posici n de la Mesothe/ae. Autores como Millot en 1947 y Glatz en 1973 las agrupan con 

las tar ntulas dentro del suborden Mygalomorphae (Orthognatha). Otros, como Platnick 

(1973), asignan a las lvfesothelae en una posici n m s aislada pero consideradas como 

grupo hermano de todas las ara as recientes -las cuales clasifica dentro del sub rden 

Opisthothelae. En muchos sistemas de clasificaci n, el rden Araneae est dividido en tres 

sub rdenes de igual rango: Mesothelae, Mygalomorphae (Orthognatha) y Araneomorphae 

(Labidognatha) (Bristowe, 1999). 

El orden Mesothelae (Liphistius) comprende 40 especies incluidas en una familia, el 

Mygalomorphae abarca 2,200 especies distribuidas dentro de 15 familias y el suborden 

Araneomorphae, referido como "ara as verdaderas", engloba 32,000 especies inclu dos en 

90 familias (Fig. 2). 

Mesothelae 

Tuberculotae 
1 

Fornlcephalae 

1 
1 

Mygalomorphae 

Opisthothelae 

Arancae 

Araneomorphae 

Figura2. Cladograma de los principales grupos monofil ticos de las ara as: 

i\1esothelae, Jv{vga/011101phae y Araneomo1phae. La figura s lo presenta las familias 

de las Myga/omorplwe. 
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II.2 Morfolog a deJa~ l.lrª~.ªs 

Estn1ctiwa general. Las ara as tien~~ el. c~~rp~ dÍvicÜdo en dos partes: el cefalot rax (o -

Prosoma) y unido a< ste, por un esti:~cho ped nculo, se encuentra el abdomen (u 

Opistosoma). En general; )' a pesar ele las diferencias de tama o, color y fonna, la 
• > '," •• • ; 

estructura de las ara as es.bastante.hom9g nea(Foelix, 1996; Schultz y Schultz, 1998; 

Rankin, 2000). En el cefalot rax se encuentran los que! ceros, que son los ganchos 

encargados de inyectar el veneno producido por las gl ndulas situadas en la base de stos. 

Estas !timas, se encuentran enrolladas por un m sculo en fonna de espiral que se contrae 

en el momento de la mordedura expulsyo el veneno, el cual se desplaza a Jo largo de un 

conducto que recorre el centro del que! cero y desemboca un poco antes de llegar a la 

punta. La estructura de la gl ndula consta de la capa muscular, capa secretora y conducto · 

glyular. Adem s de los que! ceros y de las gl ndulas venenosas, en el cefalot rax se 

encuentran cuatro pares de patas constituidas por los artejos, partiendo del cuerpo, cadera, 

troc nter, fmur, r tula, tibia, metatarzo y tarzo, acabyo en dos o tres garras. Cerca del 

orificio de la boca se encuentra un par de ap ndices denominados palpos, los cuales est n 

provistos de estructuras con sensibilidad qu mica. Los palpos, en los machos, presentan Jos 

bulbos copuladores, una especie de jeringuillas destinadas a la fecundaci n (Fig. 3). 

Cadera 
Fémur 

Troca11ter :=:==:=;;i::O,.,t,..,...,~ 
Rótula 

Tlhin 
1-.,fetatarso ?/ 

Tarso/ 

Garras · 

((6:~~ 
\~~\ / 

·---/ 

Pedipalpo 

Q11elícel'o 

Ojos 

Cefalotóru • .,. 

Abdo111e11 

Espi11e1'eflls 

Orificio anal 

Figm·113. Morfología general de las arañas. 
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11.~. }>rincip!le~_t11i:1:111!El!1J_V~J1e!1osas. 

Las Mygalomorphae o tar ntulas se han identificado dentro de las ara as m s antiguas e 

incluyen m s de 1000 especies. Se han encontrado tar ntulas notablemente venenosas en la 

familia Cteni'ztdae, Diplu;'idae~ Theraphosidae y Ba1ychelidae. 

La famili~Ci~ni;ida cuenta con muchas especies distribuidas ampliamente en la tierra, y 

representan la familia de ara as del suborden i\tlygalomorpha principalmente hallado en 

Europa y el Mediterr neo; raramente se encuentran en zonas tropicales. De las pocas 

especies estudiadas (Cteniza, Actinopus, ldiops, Pselligmus y Hermacha), se ha deducido 

que su veneno posee escasa acci n neurot xica en vertebrados y no tiene efecto necr tico 

(Geren y Odell, 1984). Una especie altamente t xica dentro de esta familia es la ara a 

brasile a Phoneutria nigriventer (Fig. 4b), cuyo veneno produce la liberaci n masiva de 

neurotransmisores por acci n sobre los canales de sodio de la membrana de las tenninales 

nerviosa. Por su parte, la familia Dipluridae, la menor en n mero de especies se encuentra 

en el sureste del hemisferio y las regiones australianas. El g nero m s importante, por 

razones m dicas, es Atrax. La especie A. robustlls (Fig. 4c) es considerada la tar ntula m s 

peligrosa debido a su agresividad y letalidad del veneno para el hombre, con 14 muertes 

registradas (Sheumack et al., 1983). Su veneno induce la liberaci n masiva de 

neurotransmisores en las terminales nerviosas del sistema nervioso aut nomo ocasionyo 

fallas respiratorias, circulatorias y la muerte. La neurotoxina letal de este venerl.o es la 

robustoxina, un polip ptido de 42 amin·o ciclos (Pallaghy et al., 1997). Otro g nero de esta 

familia es la ara a Trechona, distribuida en Suram rica y cuyo veneno tainbin es letal para 

humanos. Macrothela holsti es otra especie muy parecida a Atrax distribuida desde el sur 

de Jap n hasta Fonnosa. 

La familia Barychelidae incluye un poco m s de 100 especies; casi todas ellas se 

encuentran en el hemisferio sur. El g nero m s importante el la Harpactirella, en Sur

africa y Australia. Las Harpactirella son peque as tar ntulas com nmente llamadas 

Ara as Baboon. Se han descrito dos casos de envenenamiento humano por Harpactirella 
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lightf_ooti. Dentro de las Mygalom01phae, la familia Theraphosidae es la mayor en n mero 

y tama o. Comparten junto con la familia Hexatelidae, el mayor n mero de registros de 

secuencias depositados en la base del National Center far Biotechno/ogy Jnformation 

(NCBI). Muchas de estas especies son d ciles y raramente muerden cuyo son molestadas . 

Algunos g neros presentan en la parte superior de su abdomen una regi n particular de 

pelos urticantes. Estos pelos son t cnicamente llamados Setae, y son proyecciones de la 

cut cula. Los pelos de g neros como Grammostola y lasiodora, pueden causar 

inflamaci n del sistema respiratorio y subsecuente asfixia en roedores peque os (Ori, 

1984). Las especies orientales Selenocosmia causan espasmo muscular en humanos. 

Dentro de ellas, el veneno de la especie reciente identificada Selenocosmia huwena fue 

neurot xico para ratones. De este veneno se aislaron y caracterizaron estructuralmente dos 

p ptidos neurot xicos, Huwetoxina-1 (Liang et al., 1993; Zhang y Liang, 1993 ; Qu et al, 

1997) identificada como el principal componente, y Huwetoxiná-11 (Shu y Liang, 1999; 

Shu et al., 2002). Otros de los venenos considerablemente t xico para los humanos son de 

las especies Sericopelma y Pterinochilus. La mordedura de las especies Aphonopelma y 

Dugesiella, aunque poco t xica para humanos, causan alteraciones locales como edema y 

dolor. Otra de las especies Theraphosidae altamente agresivas y cuyo veneno es 

comparable al veneno de la ara a brasile a Phoneutria nigriventer o ara a platanera es la 

especie africana Scodra griseipes estudiada recientemente (Marvin et al., 1999). 

Como conclusi n de lo precedente, con la excepci n de las especies nombradas 

anteriormente, la mayor a de las ara as son por naturaleza no agresivas e inofensivas 

para el hombre. Cuyo una ara a muerde generalmente es por accidente y/o en defensa 

propia. 

--------------- --------

TES1S CON 
FALLA DE OIUGEN 

8 



!0~~~~~giJ~~~~i!~f~1·~t:.:.;::t;,:~;:'·:· ~) .... ; 
1':1'.~;'i~··: 
~A 

ll) 

b) 

e) 

Flgurn 4. Fotogrufíus de las especies: 11) Brachypelma smithil (Theraphosidae), b) Phoneutria nigriventer 

(Cte11izidae) y e) Atra"I: robus/l/s (Dipluridae) 
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U.4 Veneno de arañas. 

En general, el veneno de las arañas y específicamente el de tarántulas, es un líquido 

incoloro, soluble en agua y con pH neutro o alcalin_o, aunque algunos como los de las 

especies Atrax rohustus, Aphonopelma hentzie y Euripelma califomicum son acídicos con 

pHs de 4.5 a5.5_(Savel-Niemann, A, 1989). 

El primer propósito del veneno de las arañas es paralizar o matar a su presa, aunque puede 

también jugar un papel importante en la predigestión de su alimento o a como mecanismo 

de defensa contra sus depredadores. 

Los venenos, representan una increíble fuente de sustancias biológicamente activas, las 

cuales son selectivas para una variedad de .funciones fisiológicas vitales de insectos y 

mamíferos. Muchas de estas toxinas aisladas han sido de invaluable ayuda para determinar 

el papel y la diversidad de los canales iónicos presentes a nivel de neuronas y en el proceso 

de exocitosis (Bernard et al., 2000; Ertel et al., 1994; Rash y Hodgson, 2002). Por ello, 

desde décadas pasadas, se ha incrementado enormemente el estudio. del veneno de muchos 

animales, particularmente el de alacranes y arañas (García et al., 1997; Liang et al., 1993). 

JI . ../.1 Co111posició11 de I veneno de cuwia. 

El veneno de araña es una mezcla compleja, constituida por tres clases de 

componentes principales: moléculas orgánicas e inéirgá.riicas de bájo peso molecular, 

polipéptidos y proteínas de alto peso molecular. (Escoúbas et. al., 2000ª; 2000b) 
' -:-. ·t'. ,· , 

JI . ../.J. J Componentes orgánicos e inorgánicos de bcJo p~s(fíí1ólec11lar'. 
En el veneno de las araña se han identificad() J~riÓs domponentes de bajo peso 

molecular, entre los cuales figuran iones como calcio, sodio, potasio, magnesio, cloruro y 

fósforo; además de ácido cítrico, láctico, fosfórico y dihidrofenilacético, alguno de los 

cuales podría estabilizar a los péptidos y las enzimas presentes en el veneno. 

-----·----·---- -
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El ácido cítrico en particular se halla a altas concentraciones en el veneno de las especies A. 

rohustus, G. cala y la araña L. reclusa; así como también en venenos de serpiente, abeja, 

avispa, alacrán y hormiga (Fenton et al., 1995). Conforme a otros sistema biológicos, la 

función del citrato en el veneno de arañas ha sido parcialmente establecida como quelante 

de iones metálicos divalentes, fuente de energia, anticoagulante y amortiguador de pH. 

Como amortiguador, el citrato serviría como un contra-ión negativo para los péptidos 

básicos y las acilpoliaminas y como anticoagulante podría facilitar el movimiento del 

veneno desde el sitio de la mordedura o picadura (Odell et al., 1999; Fenton et al., 1995). 

Empero a todo lo anterior, la función de éste componente no ha sido claramente 

establecida. En el veneno de arañas también se han detectado una amplia variedad de 

aminoácidos libres, los cuales incluyen glicina, serina, treonina, lisina, glutamina, alanina, 

arginina, asparagina, leucina e histidina. Se han encontrado en varios venenos de 

/\/fygalomorphae, los aminoácidos neurotrasmisores y-aminobutírico (GABA), ácido 

glutámico y ácido aspártico. El aminoácido taurina se encontró presente· a alta 

concentración en el veneno de C. salei, determinándose posteriormente que su presencia en 

la hemolinfa de insectos incrementa notablemente la sensibilidad del insecto por la toxina 

peptídica CSTX-1 de esta especie (Kunh-Nentwing et al., 2002). 

En arañas suramericanas y en tarántulas como D. hentzie y E. californicum se ha reportado 

la presencia de serotonina, histamina, AMP, ADP y ATP, éste último como el nucleóti.do de 

mayor concentración. El A TP ha demostrado tener un efecto sinérgico.sohre la toxieidad 

de neurotoxinas del veneno de D. hentzi en ratones, con un contenido de 28.1 µg de ATP 

por microlitro (Savel-Niemann, 1989). 

El papel funcional de todos estos constituyentes es desconocido, aún cuyo algunos de ellos 

potencian la acción de nei.Jrotoxinas, y pudieran representar productos de degradación de 

otros constituyentes del veneno como resultado del proceso de colecta (Orí y .Ikeda, 1998). 
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Dentro de los componentes de bajo peso molecular figuran también las acilpoliaminas, las 

cuales constituyen el segundo arsenal tóxico del veneno de tarántuas. Estos componentes, 

son policationes orgánicos que están protonados a pHfisiológico y potencialmente pueden 

interaccionar con una variedad de dianas celulares como ácidos nucleicos y proteínas 

(Williams, 1997). En años recientes se han reportado)nterac_c_iones específicas de las 

acilpoliaminas con un número de diferentes tipos de cál1ales iónicos como canales de 

potasio y receptores de glutamato (Oliver et al., 2000; Usherwood y Blaghrough, 1991). La 

presencia de las acilpoliaminas se detectó por primera vez cuyo Fisher y Bohn, en 1957, 

identificaron la espermina y trimetilendiamina en el veneno de la tarántula suramericana 

Pamphoheteus letracauthus (Cabbines et al., 1980). Posteriormente, en 1982, se aisló de la 

especie japonesa Nephi/a e/avala, la toxina JSTX (Fig. 5), de aproxiamdamente 600 

daltones, la cual actúa postsinápticamente bloqueyo los receptores de glutamato en la 

sinapsis neuromuscular de crustáceos (Hisada et al., 1998). Desde entonces, un número de 

acilpoliaminas similares se han detectado en todo el género Nephila, las cuales han sido 

clasificadas en cinco estructuras generales desde el tipo A al tipo E', de acuerdo a su 

esqueleto de carbono. 

1 

' , 

2 3 

(JSTl\-1-4) (NPTJc.1~) (NPTX7~12) 

Figura 5. Estructura general ele las acilpoliaminas 
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Todos los tipos del A al E contienen una mitad hidrofóbica y otra mitad hidrofilica (Fig. 6). 

La mitad hidrofóbica está compuesta ele u~ ácid~~arboxílic~ arom~tico tal como elácido 

benzoico mono o dihidroxiacetilado o. un derivado del. ácido indolacético. La mitad 

hidrofílica contiene de una a nueve .unidades aminopropil, aminobtitil o aminopentil, 

algunas veces metilados o hidroxilados: Al e.xtr.e111q_c.l~-~~tll.s~ad~n~s p~eg:_~~icionarse una 

arginina o putreanina (ácido N-(4-aminobutil)-3-aminopropiónico). Cuyo el extremo es 

una putreanina, se pueden formar una serie de acilpoliaminas análogas por la adición 

sucesiva de múltiples unidades de putreanina. En el caso de ser arginina el extremo 

terminal, no se extiende la longitud de la cadena (Hisada el al., 1998). 

TiooA 

x-~~0~/,../"'./'-~J..._,/",~-~~~{("'-../~--.../'._.__....._~lH 
O yNHz ( L=0- 2 

o 

TipoD 

Tipo E 

X: 4-hidroxinclol, derivado de 
¡ícido benzoico. 

{ } Arg, Putreanina 

Fi1,.ri1ra 6. Estructura general ele las acilpolimninas aisladas del género Nephila 
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Otras toxinas estrechamente parecidas a las nefilatoxinas, son las argiotoxinas aisladas del 

género Argiope (Fig. 7). Argiotoxina-636 (AgTX-636) bloquea la transmisión siriáptica 

mediada por glutamato (McCormick y Meinwald, 1993). 

()tras acil¡Joliaminas pres~!1te en el veneno de las tarántulas D. he11t=ie, A.emilia y 

Apho11ope/111a sp:, fueron: espermina (N,N'-bis(3-aminopropil)-1,4-diaminobutano), la 

poliamina principal, putrescina (1,4-diaminobutano), cadaverina (1,5-diaminopentano) y 

espermidina (N-(3-aminopropyl)-1,4-butyiamine), detectadas en menor proporción 

(Cabbiness et ál., 1980). A la espermina se le ha podido comprobar efectos nefróticos en 

ratones, ratas, conejos y perros. Aminas como la 5-hidroxitriptamina e histamina se.han 

hallado en una amplia variedad de venenos y han sido asociadas con la producción de 

dolor. 

A la luz de todos estos resultados, las acilpoliaminas.obtenidas del veneno de una vatiedad 

de arañas están emergiendo rápidamente como herramientas únicas para entender la 

transmisión mediada por aminoácidos excitatorios y corrio' nuevas estructuras para la 

investigación farmacológica y pesticida, debido a su diversidad estructural y funcional. 

Putrcscinn 

Espermiclina 

Espcrmina 
H 

H ,N_ .,....__ _N_ ,r..._ ,r..._ ,,,,...._ ,,,..._ . - -- -~· - ~~ H • 

Figura 7. Estiuctura de algunas poliaminas endógenas de arañas. 
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!l.-1.1.2 Po/ipépOdos. 

Los componentes polipeptídicos del veneno de las arañas integran la mayoría de las 

toxinas aisladas hasta Ja fecha, y junto con las poliaminas, constituyen el principal arsenal 

tóxico de las arañas. Poseen pesos moleculares entre 3 y l O kDa, con alto número en 

residuos de cisteína, las cuales forman puentes disulfuros intrn111()lecyl~res,]=:I número de 

estos puentes disulfuros puede oscilar entre 3 y 7. Estas toxinas polipeptídicas pueden 

clasificarse, a su vez, de acuerdo a sus características funcionales y moleculares (Escoubas 

el al., 2000ª). 

Hasta la fecha se han publicado en el Natio11a/ Center far Biotech11ology /J¡formation 

(NCBI), decenas de secuencias de péptidos tóxicos provenientes de diversas especies de 

arañas. Estas toxinas son altamente específicas a canales iónicos. Pueden bloquear la 

liberación de neurotransmisores afectyo Ja exocitosis de las vesículas presinápticas e 

inducir modificaciones anormales de la transmisión sináptica en la parálisis flácida. 

Algunos péptidos pueden también provocar parálisis excitatoria como resultado de una 

actividad paroxística inducida por una excesiva despolarización. Además, este efecto 

tóxico puede ser específico para un grupo zoológico (Grishin, 1999). 

Los primeros péptidos obtenidos a partir de arañas, Jo constituyen las Agatoxinas, .una 

familia de polipéptidos relacionados aislados del veneno de Agelenopsis aperta. Todas 

estas toxinas bloqu~an canales de calcio y sodio (Ertel et al., 1994; Adams et al., 1990; 

Reily et al.; 1994; Kim et al., 1995; Omecinsky et al., 1996). Seguido al descubrimiento 

de las ro-Agatokinas, se han purificado y caracterizado una gran variedad de péptidos 

tóxicos del orden /v~)lgalomorphae y Arc111eo11101phae. Por ejemplo, del veneno de Ja 

tarántula Grammostola spatulata se aisló una toxina peptídica, ro-grammotoxina SIA 

(Lampe et al., 1993), compuesta por 36 residuos de aminoácidos y tres puentes disulfuros. 

La m-grammotoxina SIA bloquea los canales de calcio dependientes de voltaje tipo N, P y 

Q (Keith et al., 1995). Otras dos toxinas, altamente homólogas, aisladas de esta misma 

especie son Hantoxina-1, HaTxl, y Hanatoxian-Il, HaTx2 (Takahashi et al., 2000), las 
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cuales bloquean canales de potasio a concentraciones nanomolares y poseen un 40% de 
- -- ---- -=-, -.- -

homología con la toxina co-grammotoxina SIA. Recientes publicaciones han revelado que 

ambas toxinas pueden actuar tanto en canales. de calcio como de potasio (~wartz y 

MacKinnon, 1995). GsMTx-4 y GsMTx-2 son dos nuevas toxinas peptídicas aisladas de G. 

spatu/ata, las cuales bloquean canales iónicos.activados por tensión (SAC_s) __ (Si¿cbxna et 

al., 2000; Sachs el al., 2001; Bode el al., 2001; Oswald et al., 2002). Por otra parte, ProTx

I y ProTx-II constituyen también otras dos nuevas toxinas aisladas apartir del veneno de la 

tarántula 771rixope/111a pruriens, las cuales actúan inhibiendo reversiblemente las corrientes 

del canal de sodio tipo Na,. 1.8, resistente a tetrodotoxina. Estas dos toxina también actúan 

a nivel los canales de sodio tipo Nav 1.2, Nav 1.5, Nav 1. 7 (Middleton et al., 2002). 

Un descubrimiento importante y novedoso, lo constituyó la toxina SNX482 aislada, del 

veneno de la tarántula Hysterocrate gigas. Esta toxina, es el primer ligyo para canales de 

calcio tipci E (Newcomb el al., 1998). La función biológica de estas toxinas que actúan 

sobre canales de calcio, podría ser la de producir parálisis muscular de su presa por bloqueo 

de la entrada de calcio y el consecuente bloqueo de liberación de neurotransmisores. 

Otras toxinas aisladas del veneno de arañas son: SNX325 de Segestria f/ore11ti11a 

(Newcomb, et al., 1995); DW13.3 de Fi/istata hiberna/is; Proteína-! y Proteína-5, ambas 

de Brachypelma smithii (Kaiser et al., 1994); Covalitoxina-II, de Coremiocnemis va/idus, la 

cual actúa sobre insectos (Ashok-Balaji et al., 2000). Recientemente se ha descrito la 

SGTx-1, de Scodra griseipes, que posee la capacidad de formar poros en bicapas lipídicas 

más no presenta actividad antibacteriana (Marvin et al., 1999); las cupieninas, i.tna nueva 

familia de péptidos anti microbianos altamente básicos, aislados del veneno de .la araña 

C11pie1111i11ss sa/ei (Cte11idae) (Nentwig et al., 2002) y las oxyopininas, otra nueva familia 

de péptidos lineales y amfipáticos con actividad hemolítica y antimicrobiana aislados del 

veneno de la araña 0.\)lopes kitahensis. Igualmente, de este veneno se aisló la Oxytoxina 1, 

OxyTx 1, una neurotoxina que actúa sobre insectos (Corzo et al., 2002). 
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Como con~Jusió~,los c~mponentes polipeptídicos de los venenos de arañas muestran una 

acción específica sobre canales iónicos y receptores de membranas de células nerviosas y 

constituyen herramient1;1s valiosas en investigaciones electrofisiológicas, farmacológicas y 

en estudios estructurales y funcionales de canales iónicos. 

Ubicados en el contexto de lo que es este trabajo, la toxina no'mbrada como GrTx 1 fue 

inicialmente identificada en el veneno de la tarántula chilena Grctmmostola rosea por el 

grupo de trabajo del Dr. Odell, un experto en el estudio del veneno de las arañas de la 

Universidad Estatal de Oklahoma, Stillwater, Ok. La pérdida de la información de esta 

toxina, conllevó a reiniciar Jos trabajos de su identificación, purificación y caracterización a 

partir del veneno crudo de la tarántula para posteriormente seguir con el trabajo del 

plegamiento i11 vitro de ·la secuencia sintética de dicha toxina; síntesis realizada por el 

estudiante de doctorado David Brighman. 

GrTxl es un péptido de 31 aminoácidos y masa molecular de 3979.6 Da. Su secuencia 

contiene un patrón de 6 cisteínas, con la cisteína 3 y Ja cisteína 4 continuas, semejante al 

patrón encontrado en las toxinas de los caracoles marinos y cuyo plegamiento se ha podido 

realizar i11 vitro. 
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JI . ./. l. 3 Proteínas. 

El veneno de. arañas contiene enzimas de alto peso molecular. Sin embargo, la 

presencia de enzimas debe ser considerada cuidadosamente ya que muchas veces puede ser 

el resultado de contaminación por saliva o fluidos digestivos, especialmente cuyo el 

veneno es obtenido por medio de estimulación eléctrica. Se ha detectado actividad de 

hialuronidasa tanto en Mygalo11101phaes como en Arcmeommphaes, ejemplo de ello son las 

especies Phoneutria 11igrive11ter, Lycosa raptaría y la especie mexicana Brachype/ma 

vaga11s, esta última estudiada en el laboratorio. 

El substrato para la hialuronidasa es el mucopolisacárido, ácido hialurónico, el cual es uno 

de los principales constituyentes de la matriz extracelular. (Kreill, 1995). Varios 

investigadores han probado que la presencia de hialuronidasa en los venenos de animales 

facilita la dispersión de otros componentes del veneno por la hidrólisis del tejido conectivo 

(Duran-Renals, 1936). 

Otras actividades enzimáticas identificadas en estos venenos fueron la de fosfodiesterasa en 

el veneno de A.rohustus y A. cratus; actividad de fosfolipasa A, en el veneno de D. hentzie 

y en la hembra de la especie A. versutus; actividad de péptido isomerasa en el veneno de A. 

aperta. Además de dos serina-proteasas de 85 y 95 kDa, identificadas recientemente en el 

veneno de L. intermedia (Veiga et al., 2000). Dos toxinas de 22.85 y 27.704 kDa, fueron 

aisladas del veneno de Filistala hihemalis y otra toxina contra insectos, de masa molecular 

de 100 kDa, fue obtenida de Phidippus audax. En el género Latrodectus se han aislado una 

familia de neurotoxinas con masas moleculares alrededor de 130. kDa denominadas 

latrotoxinas, la más tóxica de ellas para vertebrados es la CX"latrotoxina, cuyo efecto origina 

la liberación masiva de neurotransmisores causyo, a nivel somático, una rápida contractura 

muscular generalizada como resultado de la hiperestimulación de los receptores 

postsinápticos (Saibil, 2000; Henkel et al., 1999; Sudhof, 2001 ). En insectos la más tóxica 

fue la cx-lactroinsectotoxina y la cx-lactrocrustaceotoxina que resultó toxica para el 

Procamharus c11be11sis o langostino de rio (Grishin, E.V., 1998). 
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fl.5 Estructura de las toxinas peptídicas de araiias. 
- - -- - -

Entre los pequeños polipéptidos entrecr:uzados por enlaces disulfuros se han reconoéido 

varios plegamientos diferente~; uhb qJe ·~st{ideritificado en un número creciente de toxinas 

e inhibidores de enzimas,_ es elnudode~cistina inhibitorio "ICK", siglas del nombre en 
-- - - - - - - - -- - _- -- - --- • = --~ -~- --- -;=7-,-=--"-= - ---· ~=-=·o -=_c---

i ngl és "Inhibitor Cystine Knot". Los polipéptidos que adoptan esta estructura provienen de 

diversas fuentes y presentan una variedad de funciones biológicas (Ménez et a/,, 1992). 

En términos de estructura primaria, la secuencia de aminoácidos no se relaciona más allá de 

un motivo común de cisteínas que satisface la secuencia concenso CX:i-1 CXJ-6 CXo.s CX1.4 

CX.¡.. 13 C, donde C es un residuo de cisteína y X puede ser cualquier otro aminoácido. Estas 

seis cisteínas forman tres enlaces disulfuros arreglados en una topología semejante a un 

nudo, en donde el enlace disulfuro establecido entre la cisteína tres y la cisteína seis, pasa a 

través de un anillo cerrado formado por los enlaces di sulfuros entre C 1-C4, C2-C5 y el 

segundo segmento del esqueleto carbonado C 1,,. Xn X11 C2 y C4 ,,,, XcC5. El tamaño del 

anillo puede medirse de acuerdo al número residuos que forman el anillo y el cual difiere 

para cada molécula . 

. Las características estructurales claves del ICK son: una hoja p formada por tres hebras 

antiparalelas y el nudo de cistinas. Las tres hebras de la hoja p están formadas por un 

mínimo de diez residuos como sigue: X 11 X 11 C2, Xc Cs Xc1, X 0 Xr C6 Xe. ·De los tres 

enlaces di sulfuros que definen este motivo, el enlace entre la cisteína dos y cisteína cinco 

entrecniza la primera y segunda hebra de la hoja, confiriéndole una estabilidad adicional a 

la hoja (Pallaghy et al., 1994). El otro enlace entre la cisteína tres y cisteína seis se 

extiende desde la tercera hebra, al asa que une la primera y segunda hebra, la cual .se 

estructura en una vuelta hélice 310. Este enlace disulfuro, también contribuye a brindar 

estabilidad a la pequeña hoja p. El último enlace disulfuro une a la cisteína uno, que se 

halla en el extremo amino terminal, con la cisteína cuatro que también se encuentra en el 

asa que une la primera y segunda hebra y está adyacente a la cisteína tres. Adicionalmente, 

las dos última hebras de este motivo se encuentran unidas por una horquilla tipo p (Fig. 8). 



No obst~nte lo anterior, existen ejemplos que contienen cua~r~_puentes disulfuros y la 

topología del ICK (Norton y pallaghy, 1998). Sin embargo, este motivo es cualitativemente 

diferente al nudo de cistina identificado en la familia de los factores de crecimiento, el cual 

a pesar de tener la hoja p anti paralela y los enlaces disulfuros dispuestos en igual orden, la 

topología de las cisteínas difiere de la encontrada.en ~el nudo_ de cistina inhibitorio y por 

ende, sus estructuras terciarias no pueden ser sobrepuestas '(Isaacs, 1995; McDonald y 

Hendrickson, 1993). 

• ¡. ,.~:; 

~--··.· ~ .. -=~:'.•:) 

Figura 8. Diagrama esquématico del nudo de cistina inhibitorio,"ICK", donde se muestra el arreglo XXC, 
XCX, XXCX. Las flechas entre las hebras indican los puentes ele hidrógeno que se establecen entre ellas, 
dirigidos desde el átomo donador al aceptar. 

Además de la característica conferida por parte de los puentes disulfuros a la hoja p, se 

encuentra también el patrón de puentes de hidrógeno entre NH (C6) y CO (Xa), NH (C 2) y 

CO (Xc), NH (Xg) y CO (Xc), y NH (Xd) y CO (Xr). Estos puentes de hidrógeno 

representan el patrón mínimo comúnmente hallado. 

En la mayoría de los polipéptidos de araña y caracol, la cisteína tres (C3) y la cisteína 

cuatro (C4), están generalmente continuas. Hasta la fecha y como curiosidad, sólo la 
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gurmarina, ~n pé!J!ido del árbol Gymnemasy!vest!·e, es el ejemplo perteneciente al reino 

vegetal que satisface este criterio (Fletcher et al., 1999). 

Arañas CJ>-Aga-IVB 
HwTx2 
HwTxl 

HaTxl 

Caracol o>-CgTx OVIA 

Plantas CMTI-1 

EDNCIAEDYGKCTWGGTK---CCRGRPCR----CSMIGTNCE-CTPRLIMEGLSFA 

LFECS----FSCEIEKEGDKPCKKKK-CKGGWKCKFNM-----CVKV 

ACKGV-FDACTPGKNE---C-----CPNRV-CSDKHKW---CKWKL 
ECRYL-FGGCKTTSD----C-----CKHLG-CKFRDKY---CAWDFTFS 

CKSG--SSCSTSYN----C-----CP.---SCNYTKR----CY 

GCPP.I-LMRCKQDSD----CLAG--CV----CGPNGF----CG 

CPI EQHADPIC----NKPCKTHDD----CSGAWFCQ---ACWNSART---CGPYVN 
Kalata Bl NGLPVC- -- -GETCVGGT- - -- -C-NTPGCT- - --CSWPV- - ---CTR 
Ounnarin XQCVKK-DELCI PYYLD- - -e- -- - -CEPLE-CKK\11'T'J'IWDHLCIG 

Hongo AVR9 C----NSSCTP.AFD----CLGQ--C--GR-CDFHKLQ---CVH 

Figura 9. Alineamiento de varias secuencias polipcptídicas representativas provenientes de distintas fuentes 

biológicas y que adoptan In topología dül motivo !CK. 

Sobre las secuencias alineadas en la Figura 9, la ro CgTx GVIA es un polipéptido de 24 

residuos, hallado en el veneno del caracol Conus geographus, el cual tiene efectos 

neurotóxicos corno consecuencia de su alta afinidad al canal de calcio voltage dependiente 

tipo N. Kalata B 1, es un péptido cíclico de 29 residuos que causa contracciones uterinas y 

es el principal componente activo de la planta tropical Oldelyia a.ffinis DC. CMTI I, es otro 

poliéptido, constituido por 28 residuos, hallado en la semilla de la calabaza C11rc11hita 

maxima y actúa corno inhibidor de tripsina. La m Aga IVB, es un polipéptido tóxico del 

veneno de la araña Age/enopsis aperta el cual se une a canales de calcio voltage 

dependiente tipo P. HaTxl es un péptido aislados de la tarántula G. spatulata; A VR9 y 

CPI son dos péptidos aislados del hongo patógeno del tomate, Cladospori11111 f11/v11111 y de 

la planta So!a1111111 t11beros11111, respectivamente. 

Tr.iC'\0 ( 1(1'\T -1 
I'J>J.1.i '.!1.); •. , ... , 1 
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Con la excepción de la ro }\ga IVB, la cualtiene~cuatro puentes disulfuros, el_patrón de 

apareamiento de di sulfuros en todas las secuencias de la Figura 9 es el mismo, junto con la 

similitud estructural evaluada por varios autores (Yu et al., 1993; Narasimhan et al., 1994). 

La co Aga IVB se incluyó en la Figura 9 para mostrar que aún cuyo esta toxina posee un 

cuarto puente disulfuro, se le puede considerar independiente de los otros tres, los cuales 

forman el nudo de cistina con igual topología a las otras moléculas. Por su parte, HaTXI, 

HwTXI y co-CgTx GVIA son ejemplos típicos de toxinas de araña y caracol marino en 

donde la cisteína tres y la cisteína cuatro están continuas. Por otra parte, la toxina HWTX 

II, del veneno de la tarántula Selenocosmia h11we11a, cuya estrnctura fue recientemente · 

resuelta, presenta el arreglo de puentes disulfuros Cl-C3, C2-C5, C4-C6, diferente al 

descrito para el inhibidor nudo de cistina (Shu et al., 2002). Se puede apreciar que en 

general, las secuencias de la Figura 9 tienen baja homología a salvedad de los seis residuos 

de cisteína con el apareamineto C l -C4, C2-C5, C3-C6 y la secuencia GGT en ka lata y co 

Aga IVB. 

La frecuencia del motivo inhibidor nudo de cistina en polipéptidos de diversos orígenes 

biológicos y con secuencia de aminoácidos no relacionada, sugiere que éste es un elemento 

estructural energéticamente favorable y estable, cuya marcada variabilidad en la secuencia 

de aminoácidos, refleja la tolerancia de éste plegamiento a los cambios de secuencia. Sin 

embargo, no todos los polipéptidos con el apareamiento disulfuro Cl-C4, C2-C5, C3-C6, y 

similar hoja J3 de triples hebras, exhiben este motivo; un ejemplo es la Caribdotoxina del 

veneno del alacrán Leiurus q11i11q11estriat11s hehraeus (Bontems et al, 1991; Vi ta et al., 

1995) 

II. 6 Plegamiento in vitro de proteínas. 

Las proteínas son polímeros lineales con estructura covalente específica, determinada 

principalmente por la información genética, y la capacidad de adoptar conformaciones 
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tridimensionales relativamente fijas. La conformación de una proteína se encuentra 

especific!!f!a por los~áfl~ulos de t()rsión o ángulos de giro alrededor del :_nl"ace Ca_-N (Phi, 

cj>), del enlace Ccx-C (Psi, \ji) y por los ángulos de las cadenas laterales (Chi, X) de cada uno 

de sus residuos de aminoácidos. 

En la célula, como i11 vitro, la conformación plegada final de una proteína está determinada 

por la secuencia de aminoácidos, y a nivel celular, las proteínas se pliegan con una 

eficiencia mayor al 95%. Las agreg11ciones y/o proteína mal plegadas .son problemas muy 

frecuente en el plegamiento de proteínas i11 vitro, el cual raramente ocurre i11 vivo excepto 

con proteínas mutantes, o durante la síntesis de proteínas a temperaturas elevadas (Gething 

y Sambrook, 1992) 

"El problema del plegamiento" en las proteínas, es el mayor inconveniente para su 

producción a gran escala; este problema se refiere a la pregunta de cómo y porqué una 

proteína adopta una conformación nativa específica, ya que pueden adoptar un gran número 

de conformaciones posibles, para cuyo caso emplearía intervalos de tiempo enormes. Sin 

embargo, se observa que las proteínas se pliegan en minutos o segundos, lo cual implica 

que deben plegarse por alguna clase de ruta ordenada en la que la aproximación al estado 

nativo va acompañada de un incremento acentuado de la estabilidad de la conformación 

(Horowitz, 1999). 

Para el proceso de plegamiento se han propuestos varios modelos, entre los cuales están el 

modelo secuencial, el modelo de nucleación, el modelo de difusión- colisión-adhesión y el 

modelo del colapso hidrofóbico, los cuales sólo se mencionarán aquí (Creighton, 1992; 

Baldwin, 1989). El esquema de la Figura 1 O muestra la ruta del plegamiento a seguir en el 

modelo secuencial y otro modelo en el que se emplearían rutas alternativas para el 

plegamiento. 

., ... _ _, 



a) 

R ~ 11~12 ~In~ N 

Figura 1 O. Representación ele rutas de plegamiento desde w1 estado rc.-'Cluciclo (R) hasta el estado nativo (N). 
a) Modelo secuencial, en el cual el orden ele las especies en la reacción cstíl especificado y sólo existe wrn 
estructura ickntificable en cada paso. b) Modelo en el cual se emplearían si.tnult•íncmcnte rutas altcmativas. 

En general, se cree que el plegamiento de una proteína sucede en un proceso de etapas 

múltiples: 

• 1) El plegamiento de un polipéptido enrrollado al azar comienza .con la formación 

aleatoria de segmentos cortos de estructura secundaria é¡ue pueden actuar como núcleos 

para estabilizar las regiones ordenadas adicionales de la proteína. 2) Núcleos con 

estructura apropiada, semejante a la nativa; cr~cen.probablemente por la difusión, 
.·. , __ . 

colisión y adhesión de dos o más de tales.nuél~qs. Estos núcleos crecen de un modo 

cooperativo hasta que forman un dominio parecido al nativo. 3) En proténas con 

múltiples dominios, éstos se juntan y forman un "glóbulo fundido" cuyas cadenas 

laterales hidrofóbicas permanecen expuestas al solvente. 4) A través de pequeños 

ajustes conformacionales, la cadena polipeptídica alcanza una estructura terciaria más 

compacta que corresponde a la conformación nativa de una subunidad aislada de la 

proteína. 5) Para proteínas con múltiples subunidades, el número requerido de estas 

entidades se asocian alcanzado una estructura cuaternaria semejante a la nativa. 6) 

Finalmente, una serie de ajustes conformacionale ligeros, conducen a la estructura 

nativa (Kim y Baldwin, 1990; Creighton, 1985) 
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Estos estudios sobre el "problema del plegamiento" de las proteínas, iniciaron formalmente 

con los trabajos de Christian Anfinsen, el cual investigó el plegamiento h1 vitro de la 

ribonucleasa A reducida, demostryo que toda la información requerida para determinar la 

conformación de una proteína puede residir, por sí misma, en la cadena polipeptídica y que 

la formación de los enlaces disulfuro i·guales a los establecidos en la estructura nativa de las 

proteínas ocurre espontáneamente in vitro a una velocidad más lenta qu~a nivel celular. El 

mínimo requerimiento para este plegamiento oxidativo in vitro es un bufferredox. (Figura 

11) el cual debe contener tanto equivalentes de agente reductor com~ agente oxidante (Fry 

et al., 2000; Chatrenet y Chang, 1993). 

Resultados similares a los obtenidos por Anfinsen se bah logr'~dq~con otros polipéptidos 

pequeños de un sólo dominio y con proteínas más gryes.<}f¡Jes ~st~dios, han sugerido que 

el plegamiento in vitro puede iniciarse ya sea por'.uncolaps~ de las regiones hidrofóbicas 
' : __ ::,. ·-· -'·' ·. 

en el interior de la molécula, por la formación de una estructura secundaria estable que 

proporcione un plataforma para el plegamiento-subsecuente o, también, por la formación de 

interacciones covalentes tales como enlaces disulfuro que estabilizan el polipéptido en una 

conformación particular (Chang et al., 1994; Carter-Price et al., 1996; Pigiet y Schuster, 

1986). Sobre este último punto el requerimiento para la formación del enlace disulfuro 

entre dos cisteínas en una proteína es estrictamente estético. 

Muchos ensayos de plegamiento utilizan amortiguadores conteniendo glutatión el cual, 

suministra los equivalentes oxidantes necesarios para la fonnación del enlace disulfuro de 

la proteína. Dentro de estas condiciones el potencial redox del amortiguador, establecido 

por la relación [GSH]2/[GSSG], determina la velocidad del plegamiento oxidativo. El 

glutatión es la molécula pequeña más abundante del retículo endoplasmático y estudios de 

plegamiento oxidativo de proteínas in vitro han mostrado que tanto su forma reducida como 

su forma oxidada son necesarias para un eficiente plegamiento (Lyles y Gilber, 1991 ). 
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/ ~> H~ 7 ~> 
GSSG _ 2RSl-I ~H _ GSSG 2RSH __ Si? 

(R) 1 11 (N) 

Figura 11. Rutn hipotética del plegamiento de u1111 proteína con seis rl-'Siduos de cisteina, usyo 
una reactivo con disulfuros intennolecular RSSR como el glutation, parn fomrnr los enlaces 
disfülfuros. 

En las proteínas, la formación o rompimiento de los enlaces disulfuros se lleva a cabo 

mediante dos reacciones secuenciales de intercambio tiol-disulfuro con el agente redox, 

pasyo a través de un inte1media1io, en el que se une la proteína con el gente redox mediante 

un enlace disulfuro (Figura 12). Estos enlaces disulfuros estabilizan la conformación 

plegada de las proteínas por la disminución de la entropía conformacional del estado no 

plegado y se cree, por varias razones, que el plegamiento de las proteínas es un proceso que 

está controlado te1modinámicamente en el cual la etapa limitante de la velocidad sería la 

fmmación de especies cercanas al estado nativo, con menor energía libre de Gibbs con 

respecto a las demás especies fonnadas (Creighton, 1992; Chang, 1993). 

rri~ r. TC~ r ON . .l ,l_i,J' ~ ._) , .. ¡ 
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~H + RSSR 

~ VH 

...,<-->~ ~SSR + RSH 

RSH 

Fi1,111ra 12. Etapas fonnación de un enlace disulfuro tmpleyo un agente redox con disulfuro intcnnolecular, 
RSSR. La primera etapa t-'S la reacción química entre el grupo tiol de la proteína y el 11gcnte. La segunda 
etapa, de importancia para el plegamiento, ocurre cuyo un segundo grupo tiol de una cisteína ele la proteína, 
dentro de estas vt'Cindmles desplaza, el disulfuro fonnado en el intennedio parn fonnar el enlace disulfuro 
dentro de la misma proteína. 

El proceso de plegamiento in vitro ha sido analizado para vai'ias proteínas entre ellas, 

toxinas de venenos de animales, como una aproximación de lo que sucede in vivo. Las 

diferencias observadas entre el plegamiento in vivo e in vitro, tal como la escala de tiempo 

en que suceden ambos procesos, las enzimas involucradas en el.plegamiento in vivo y las 

interacciones de la cadena polipeptídica naciente durante su biosíntesis, sugieren que este 

evento espontáneo es un fenómeno altamente complejo (Gethig, M-J y Sambrook, J., 

1992; Freedman, R.B., 1984). Sin embargo, se ha obtenido suficiente evidencia a pattir de 

Jos estudios llevados a cabo in vitro para emitir algunas generalizaciones acerca del proceso 

(Chatmet y Chang, 1993; Chang et al., 1994). 
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· IIL ANTECEDENTES 

Las proteínas son,polímeros lineales, de. estructura covalente únicas, determinada 

principalmente por la información genética y la habilidad para adoptar conformaciones 

tridimensionales relativamente fijas. La información para esta conformación tridimensional, 

está contenida convenientemente en la secuencia de aminoácidos. Dentro de la célula las 

proteínas se pliegan con alta eficiencia. Sin embargo, el plegamiento de proteínas aisladas, 

expresadas o sintetizadas es un gran problema biotecnológico y a menudo es la limitante 

para su comercialización. El problema del plegamiento es básicamente un problema 

fisicoquímico. No obstante, el plegamiento es un proceso que ocurre espontáneamente 

dentro de condiciones apropiadas, dirigidas por las interacciones entre las diferentes partes 

de la proteína y el solvente (Creighton, 1985; Baldwin, 1989). 

En muchas proteínas la formación de enlaces disulfuros entre residuos de cisteínas es 

esencial para el plegamiento y estabilidad. Los trabajos pioneros de Anfinsen y 

colaboradores, sobre el plegamiento in vitro de ribonucleasa A reducida, demostraron que 

los enlaces disulfuros nativos se puenden formar espontáneamente en un amortiguador 

conteniendo tanto equivalentes de agente oxidante como agente reductor y/o enzimas que 

catalicen el intercambio tiol-disulfuro (Freedman, 1984). 

Sobre el aspecto anterior, varias proteínas, incluyendo toxinas de animales venenosos, entre 

las cuales figuran varias toxinas de alacrán, caracol y arañas, han sido sintetizadas y 

plegadas in vitro. Todas ellas tienen la particularid~d d~ contener en su secuencia residuos 

de cisteínas formyo uno o más puentes disulfuros (Rochat et al., 2000). Con estos 

antecedentes, y sin ánimo de esclarecer la ruta del plegamiento, nos propusimos plegar en 

su conformación nativa, la toxina sintética GrTxl de la tarántula Gra111111osto/a rosea. 
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IV. OBJETIVOS 

n: 1 Objetivo general. 

Caracterizar la fracción péptidica del veneno de la especie Grammastola rosea y establecer 

condiciones p~ra 
0

la generación de plegamiento ii1 vii1;0 de una toxina particular (GrTx 1) de 

esta especie. 

!V.2 Objetivos .Especificas. 

Purificar y caracterizar bioquímicamente las toxinas del veneno de la tarántula chilena 

Gra111111astola rosea, en particular la toxina GrTxl nativa para fines comparativos. 

Desarrollar las condiciones de plegamiento in vitro para la secuencia sintética de la toxina 

GrTxl del veneno de G.rosea y comparar su actividad biológica con la toxina natural. 

Establecer una relación de secuencia con las toxinas disponibles de la familia 

Theraphosidae y ubicar en él, a la toxina GrTxl del veneno de la tarántula G.rosea. 

Analizar a nivel de estructura primaria y terciaria, Ja homología de las secuencias de 

toxinas de la familia Theraphosidae disponible en Ja literatura y bases de datos. 

'i'1?. Cl.1 e: rn~::~--1 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS 
-=--=- - --~-~ 

V.l Caracterización del material de síntesis de la toxina GrTxl. 

V.1.1 . Reactivos. . . . 
- -- ' -

En el désarrollo de este trabajo se emplearon reactivos grado analítico. La 

cromatografia d~ e¡cl~sió~ molecular se efectuó con Sephadex G-50, marca Sigma. Para la 

cromatografla líqulda.de alta resolución en fase reversa se usó la columna semi preparativa 

C4 (No.(:at.2l~TPJOIÓ) y la columna analítica CI8 (No.Cat. 218TPI04) marca Vydac. 

Los disolventes empleados fueron de la marca Burdick & Jackson, 

V.1.2 Reducción y purificación de la toxina si11tétiCC1. 

El precursor lineal de GrTxl fue sintetizado por el Dr. David Brigham, utilizyo la 

tecnica ter-Boc de acuerdo a la secuencia determinada y no publicada por el Dr.Odell en la 

Universidad Estatal de Oklahoma (Dept. de Bioquímica); Stillwater, Ok. El material de 

síntesis de la toxina se disolvió a 1 mg/ml en buffer fosfafode sodio 0.01 M pH 7.4, 6M 

GuCl, 0.15 M NaCl, 15 mM DTT. Esta mezcla>se ;fuantu~o a 3 7 ºC durante dos horas 

(Hermanson, G. T., 1996). Posteriormente, se puriffcÓ por rp-HPLC usyo la columna C4 

semi preparativa, se le determinó la secuencia de aminoácidos y su masa molecular por ES

MS y MALDI-TOF. La toxina natural también fue reducida mediante esta metodología, 

con la diferencia de que se usó mayor concentración de DTT (50 mM). 

I~ l. 3 Determinación de grupos suljihidrilos. 

Para la determinación de los grupos sulfihidrilos presente en las muestras reducidas 

se empleó el método de Grossetti y Murray, el cual usa la 4,4'-ditiopiridina (4-DTDP) en 

una reacción de substitución que bloquea o modifica reversiblemente los grupos -SH. El 

4-DTDP forma un enlace disulfuro con los sulfihidrilos libres de la muestra y libera una 

molécula de 4-tiopiridona, la cual puede ser medida espectrofotométricamente a 324 nm 

(e.= 19,400) (Hermanson, 1996). 
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solución que contiene muestra con sulfihidrilos libres (0.05-0.5 micromol), se le agregó20 

µl de buffe~.conteniendo 50 mM EDTA y 100 µl de una solución/de 4:..DTDP. 

Simultáneamente, también se preparó una muestra blanco conteniendo sólo buffer y 

solución-4~DTDP.-Esta-mezcla de reacción se incubó a temperatura,ambientecpor 30 

minutos y se leyó la absorbancia a 324 nm. La solución del 4-DTDP .se preparó 

disolviendo l lmg del compuesto en 500 pi de metano! y se aforó con amortiguador de 

fosfato de sodio 100 mM pH 6.6 hasta un volumen final de 5 mi. 

V. 2 Caracterización del veneno de .G . .rosea y purificación de la toxina Grtx l. 

V. 2.1 Obtención del veneno. 

El veneno de la tarántula chilena G. rosea se obtuvo a partir de 36 especímenes 

mantenidas en el aracnario del Instituto de Biotecnología de la UNANI, las cuales fueron 

adquiridas comercialmente. Para la extracción del veneno los especimenes fueron 

anestesiados con dióxido de carbono y, posteriormente, se les estimuló eléctricamente con 

un voltaje de 15 V y una frecuencia de 2 pulsos por segundo, sobre la base de sus 

quelíceros. La colecta del veneno se realizó periódicamente cada mes, y el veneno se 

mantuvo a -20ºC hasta su requerimiento. 

V 2. 2 Separación del veneno de G. rosea por cromatografía de exc/11sió11 1110/ecular. 

O. 75 mi de veneno se diluyó hasta un volumén de 1.5 mi con amortiguador de 

acetato de amonio 20 mM pH 4.7. Esta solución se clarificó por centrifugación durante 2 

minutos a 14,000 rpm. El sobrenadante se separó y se cargó en una columna empacada por 

gravedad con Sephadex G-50, de 162 cm de longitud y 1.6 cm de diámetro interno. Antes 

de cargar la muestra, la columna fue equilibrada con cinco volúmenes de columna del 

amortiguador. Las fracciones se colectaron automáticamente con un colector de la marca 

BioRad, modelo 2128. El volúmen de las fracciones fue de 6 mi y la lectura de las 
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absorbanc;ia ª~26Q)'.~8_ü _n~_s"e ef'~c;tt1~ro11 _1nanualm~n!e en u11 esrect~ofotóm_etro Beckman 

modelo Du650i. Por último, la construcción del perfil cromatográfico se efectuó con el 

software Kaleidagraph. 

V.2. 3 . Electrof01:esfsdiscontí1111a en geles de po/iacrilamida-SDS. 

S~ realii~\:ol1 el~ctr~foresis discontinuas en geles de poliacrilamida-SDS al 15%, de 

acuerdo al métodode Laemmli. Para las fracciones correspondientes a los péptidos se usó 
. . 

el método discóritinuo propuesto por Hermann (Schagger y Von Jagow, 1987), el cual 

resuelve muy bien péptidos y proteínas con masas moleculares entre 5-30 kDa. 

V.2 . ./ Cromatofrafía líquida de alta resolución en fase reversa (lp-HPLC). 

La cromatografía líquida de alta resolución en fase reversa, se realizó en su mayor 

patie, en un cromatógrafo marca Waters, modelo 600E, equipado con un detector de onda 

variable y pantalla digital. Las condiciones de elución para todas las muestras se 

mantuvieron prácticamente constantes y los solventes empleados fueron: 

Solvente A: Agua con 0.12% (v/v) de ácido trifluoroacético, F3CCOOH. 

Solvente B: Acetonitrilo, CNCH3 con 0.10% (vlv) de ácido trifluoroacético, F3CCOOH. 

V.2.5 Determinación de la estructura primaria. 

La determinación de la secuencia de aminoácidos se realizó por medio de un 

secuenciador automático Beckman, "LF 3000 Sequencing Gold Micro HPLC", que usa la 

degradación de Edman. Los residuos amino terminales fueron detectados como derivados 

feniltiohidantoiados (PTH) en un HPLC dedicado para tal uso. 

V.2. 6 Determinación de la masa molecular. 

La masa molecular de la toxina y de algunas otras fracciones, se determinó por 

medio de la técnica de "Electrospray Mass Spectrometry, ES-MS", en el Instituto de 

Biotecnología/UNAM y "Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight, 

l'v!ALDI-TOF", en la Universidad Estatal de Oklahoma, Stillwater, Ok. 

f tº¡1'f.1\'lf' ··i¡"°'~'T ·---i 
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V.2. 7 JJeterminacióndel enlace disuljuro C2-C5 de la toxina GrTxl. 

100 µg de péptido natural purificado, se resuspendieron en 100 µI de buffer 50 mM 

Tris/HCI pH 7.4, lmM EDTA. A esta solución se le agregó 10 µg de la enzima Glu-C 

(Proteasa VS) de Staphylococcus aureus y 10 µg de la enzima tripsina de páncreas bovino. 

Ambas enzimas fueron de la marca comercial Boehringer Mannheim. La digestión se 

incubó toda la noche a 30ºC. Los productos generados de la digestión enzimática se 

purificaron por rp-HPLC y se secuenciaron seis de las fracciones obtenidas. 

V.3 Plegamiento in 1•itro. 

El material de síntesis fue reducido y purificado según el procedimiento d.escrito 

anteriormente. Para establecer las condiciones de plegamiento se probaron varias 

condiciones, entre ellas, diferentes concentraciones de péptido (5-50 µM), dos tipos de 

Amortiguadores (Tris y acetato de amonio) y variación en la relación molar de glutátión 

oxidado GSSG (0.2-2.0 mM) y glutatión reducido, GSH. En todos los casos el pH de la 

reacción se ajustó hasta 8.0 y la températura{fu~.de4 ºC. La re~cción de plegamiento se 

detuvo acidificyo la mezcla con ácidoacético,hasta pff3~4; Se tomaron y analizaron 

muestras a distintos tiempos para establecer l!I cinética de plegamiento. 

Se realizaron también ensayos de plegamiento in vitro con la minichaperonina GroEL (191-

345) (Buckle et al, 1997), clonada y producida por el Dr. Marcos Ramos del grupo de 

investigación del Dr. A. Alagón. Para estos experimentos se preparó una mezcla 

equimolar de enzima y péptido, en amortiguador MES 100 mM pH 6.3. El volumen final 

de la mezcla fue de 100 µI y se variaron tiempos y temperaturas de reacción (Perret et al., 

1997). 

11~fllS CON 
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V.4 Ensayos de Actividad 
. - ---- - - - _, 

¡,~./. J Ensayos invivo. 

La actividad in vivo de la toxina nativa y de la toxina plegada in vitro, se realizaron 

con grillos de la especie Acheta domesticus. Los grillos se inyectaron a nivel abdominal 

empleyo microcapilares y se tomaron grupos de diez especímenes por cada dosis de toxina 

ensayada. 

V../. 2 Ensayos e /ectrofisiológicos. 

Los ensayos electrofisiológicos fueron realizados con el Dr. Enzo Wanke del 

laboratorio del Dr. L.Possani, en el marco de un convenio de colaboración establecido con 

el grupo del Dr. A.Alagón. 

Las corrientes entrantes de Na+ y salientes de K+ tipo erg, se registraron por medio de la 

técnica de fijación de voltaje en microáreas de membrana "patch clamp" en la 

configuración de célula completa. Los electrodos empleados fueron pipetas de borosilicato 

los cuales tuvieron una resitencia de 1-2 MQ. Laslíneas celulares empleadas para evaluar 

las corrientes de·sodio y de potasio tipo-Erg fueron la i-28, una línea de rabdomiosarcoma 

humano (Stratton et al., 1989; Chen et al., 1989) y la línea celular F-11, un hibridorria de 

neurobalstoma murino N18TG2 fusionado con células de ganglio dorsal derátón (Platika et 

al., 1985), respectivamente. 

La aplicación de la toxina nativa y sintética plegada, se realizó mediante la perfusión 

continua por gravedad de la solución extracelular compuesta por 95 mM NaCl, 40 mM 

KCl, 2 mM CaC'2, 2 mM MgC'2, 10 mM Hepes, 5 mM Glucosa, pH 7.29. El electrodo se 

llenó con la solución intracelular, la que contenía 10 mM NaCI, 1.3 mM CaCh, 2 mM 

MgC'2, 10 mM Hepes, 130 mM K-Aspartato, 10 mM EGTA, pH 7.3. 
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Elprot()colode pulsos para el registro de las corrientes de Na· 0Nn+) partió de un potencial 

de mantenimiento (VH) de -60 mV, seguido de un prepulso a -90 mV de 500 ms de 

duración, después del cual se dió un pulso de prueba de 100 ms de duración que fue de -30 

a +20 mV con intervalos de 10 mV. La amplitud máxima de la corriente de Na+ se 

determinó en condiciones control (sólo solución extracelular) y en presencia de muestra ... 

Para el registro de las corrientes de K.,. (Ii.:+) tipo erg, el protocolo de puls~'partió de un 
•" -ce .--:. •,' 

potencial de mantenimiento (VH) de -60 mV, seguido de un prepulso a -l-60mV dúrante 

520 ms, posteriormente se aplicó un pulso de prueba a -120 mV de 300 ms de.duración en 

el cual se determinó el valor de corriente de K+erg remanente en ausencia y presencia de 

muestra. 

V.5 Análisis de la Estructura primaria y terciaria de GrTxi. 

V.5. l. Ali11ea111ie11to de secuencias. 

Para la generación de la relación de secuencias, se obtuvieron de la base de datos de 

Natio11al Celllerfor Biotec/1110/ogy fl?for111atio11 (NCBI) y de publicaciones disponibles, 36 

secuencias polipeptídicas no redundantes de toxinas de arañas del orden Myga/omorphae. 

De éstas, 17 correspondieron a la familia Theraphosidae. 

El alinemaineto múltiple se realizó con 15 de las 17 secuencias, debido a que dos 

secuencias se descartaron por corresponder a fragmentos de toxinas y, por ende, no 

contenían el motivo de cisteína definido por Pallaghy, el cual ha sido considerado en este 

estudio como uno de Jos criterios principales para la selección delás secuencias; ya ~ue él 

define en buena medida, características estructurales. 

El programa que se empleó para el alineamiento múltiple de las secuencias fue el 

CLUST ALX, con los siguientes parámetros de trabajo pre-establecidos: gap ope11i11g, 1 O; 
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gap extension, 0.2; de/ay divergen/ sequence,_ 30%; protei11111eig~1 matrix,_ (}C>llDet series. 

Las distancias genéticas de los alineamientos se calcularon usyo la matrix Dayhoff PAM, 

del programa PROTDIST. 

EL árbol filogenético se construyó usyo el algoritmo.de Neighbor-joining, el cual contuvo_ 

todas las secuencias consideradas en el alineamiento. El diagrama del árbol fue visualizado 

con el programa DRA WTREE, las estructuras tridimensionales se obtuvier_on del Protein 

Data Bank y se editaron con el programa de despliegue y análisis de moléculas, 

SwissPDBViewer. 

11:5.2. Construc:ción del modelo tridimensional de GrTx J. 

Bajo los programas en línea con INSIGHT, se construyó el modelo tridimensional 

de la toxina GrTx 1, tomyo como templado la estructura recién publicada de la toxina 

GMTx2, cuyo número de registro en el Protein Data Bank aparece como JLUP. Se usó el 

Programa RESIDUE, para remplazar los aminoácidos en la secuencia y evaluar 

manualmente la energía de cada uno de los rotámeros. Con MODIFY, DISCOVER e 

INSIGHT se realizó la minimización automática del modelo, la dinámica y el alineamiento 

estructural, respectivamente. 

La secuen~i.a t~111_bi_énsesometió a un Threading realizado a través de la red, por 3D-PSSM 

web server del grupo de bioinformática estructural del Imperial College of Science, 

Technology y Medicine (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/). 
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V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

V.1 Caracterización de la toxina GrTxi sintética. 

La síntesis del péptido YCQKWMWTCD EERKCCEGLV CRLWCKKKIEW en fase 

sólida; fue realizada por el 0 Dr.David Brighman, de quien se obtuvo 53.6 mg del material de 

síntesis. Una solución de este material en amortiguador acetato de amonio 20 mM pH4.7 y 

absorbancia a 280 nm de 0.63 se corrió en un gel 15 % de poliacrilamida-SDS, con y sin 2-

Mercaptoetanol para ver el estado del material. La fotografta del gel de la Figura 13, 

presenta el patrón electroforético de este material en condiciones reductoras y sin reducir. 

Se observa para todas las muestras, una banda ancha que migró a nivel de masas 

moleculares pequeñas. 

l 
/ 

.M :! 

-· 
FiJ,?ur11 13. Material de síntesis de la toxina GrTxl coITido un gel de poliacrilamidad-SIJS al 15 '%: (1) 10 µI 

solución de matetial sintético. (2) 1 µI 1 solución de material sint..!tico. (3) 10 µI del precipitado. resuspendido 

en buffer de carga. (4), (5) y (6) son las mismas muestras bajo condiciones reductora. El marcador de peso 

molecular (M) empicado, fue el 1'7708S de BioLahs el cual contien 8 hondas resucitas con musas moleculares 

desde 175 n Cí.5 kDu. y que en este gel no se resolvieron muy bien. 

La determinación de grupos tioles por el procedimiento de Grossetti y Murray, especificado 

en la metodolgía de este trabajo, dió como resultado una relación de 2.63 mol de tioles (o 

sulfthidrilos) por mol de péptido: Este valor nos indicó que grupos tioles en el material se 

encontraban parcialmente oxidados, ya; que se esperaba un valor de 6, correspondientes a 

los ti oles de las seis cisteínas presentes en el péptido. 
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V.1.1 Reducción yp111'[ftcpció11de!_/c1)oxi11a sintética. 

La reducción del material de síntesis, según el procedimiento descrito en la 

metodología, produjo una relacióncmol.-SH/mol de péptido de 6.2. Un mg de este material 

en un mi buffer de reducción, se separó rp-HPLC. El perfil de elución se observa en la 

·Figura 14; la toxina sintética GrTxl eluyó con un tiempo de retención de46.48 min. y 

representó el 10% del material obtenido de la síntesis. 

El pico de elución de la toxina sintética, obtenido en la separación del material reducido, se 

repurificó y se secuenció hasta el aminoácido número 26, los cuales correspondieron 

exactamente con la secuencia esperada. La determinación posterior de la masa molecular 

por ESI-MS, dió la masa esperada con lo que se corroboró la secuencia. La Figura 15 

muestra el espectro de masa de la toxina GrTxl sintética reducida y la Tabla IV, muestra 

constantes calculadas para la toxina a partir de la secuencia. 

Fi~ura J.I. Rp-HPLC de (A) material de síntesis de GrTx l. La toxina cluyó en un tiempo de retención de 

46.48 (13) Repurificación de la toxina GrTx 1 sintética. Las condiciones de clución fueron 0-60 •y,, CH3CN 

con O. JO% F3CCOOl·l, !lujo de 2 ml/min. y la columna usada ruc una C4, muren Vyduc. La linea u trazos 

representa el incremento gradual en porcentaje de CH3CN. 
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Figura 15. Espectro de masas de In toxina sintética GrTx 1 reducido 

Tabla l. Constantes físicas de la GrTxl determinadas a partir de su secuencia de 

aminoácidos, usando el programa ProtParam tool (http://expasy.org/cgi-bin/protparam). 

M11s11 Molccul11r 

Tcéirica (-SH) 

3985.7 

Punto 

Isoclcctrico 

8.31 

E (mg/ml)'1cm·1 (-SH) E (mg/ml)'1cm·1 (S-S) 

--·----·---------------
6.03 6.12 

V.2 Caracterización del veneno de G. rosea y purificación de la toxina nativa Grtxl 

V.2.1 Obtención del veneno. 

El volúmen promedio de veneno obtenido de los 36 especímenes por medio del 

procedimiento de estimulación eléctrica fue de 400 µl, con un promedio de 10-15 µJ de 

veneno por tarántula. El veneno de G. rosea tiene la apariencia de un líquido un poco 

viscoso, incoloro e inodoro. Su valor de pH medido inmediatamente después de la colecta, 
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y después de varias semanas.almacenªdoa.:-~ºº·C fµe cle.?.5, este valor es muy cercano al 

reportado por Geren y Odell para las especies D. hentzie ( pH 5.44) y A. rolmstus.( pH 4.5-

5.0 ). Savel-Niumann reportó para el veneno de la tarántual E. ca/(fomic11111 un valor de pH 

de 5.3. 

El espectro de absorción en el rango del Uv-Vis del veneno diluido en acetato de amonio 20 

mM, pH 4.7 exhibe un máximo de absorción alrededor de los 260 nm, con una relación 

A260 nm/A280nm igual a 1.76 y no muestra absorbancia en el intervalo del visible. 

V.2.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS del veneno de G.rosea 

La Figura 16, muestra los patrones electroforéticos en geles de poliacrilamida-SDS 

al 15 % del veneno de la tarántuñla G. rosea, al igual que la fracción precipitada al· diluir el 

veneno en buffer acetato de amonio 20 mM, pH 4.7. 

En las fracciones de veneno crudo y veneno acidificado; se observan tres bandas 

principales; una banda débil que migró a nivel de la fusión MBP-[3-galactosidasa de E.coli 

en 175 kDa, otra banda que migró por debajo de los 47.5 kDa, la cual presenta actividad de 

hialuronidasay ha ~ido ampliamente estudiada en el veneno de B. vagam· por otro proyecto 

de este grupo. La última banda de mayor intensidad, que migra por debajo de los 16 kDa, 

corresponde a los componentes peptídicos, los cuales constituyen la fracción más 

abundante del veneno. Por otra parte, el precipitado obtenido de la acidificación del 

veneno, correspondió principalmente a componentes peptidicos, los cuales se oligomerizan 

en condiciones no reductoras tanto en el material precipitado como el veneno crudo. Este 

material precipitado, se identificó posteriormente estar constituido principalmente por un 

péptido cuya secuencia no se determinó completamente. 

Los patrones electroforéticos de venenos de B. vagam·, B. smithi y A. m11a/111i, exhiben 

igual disposición de bandas que el observado con el veneno de G. rosea (datos no 

mostrados). Así mismo, el patrón electroforético del veneno de E. ca/(fomic11111 reportado 

por Savel-Niemann presenta tres bandas principales que migran a masas moleculares 

40 



aparente de 40,A.J y 1.3 kDa. La última banda correspondió a los acilpoliaminas del 

veneno. 

kDa t 2 3 4 
175 -1· 
83 _,,, 
62 _ ¡¿ 

47.5 _:! '; ' 

32.5 _(~1::~:~ ~ 
25 

5 

Figura 16. Gel de poliacrilamida-SDS al 15 'X• de veneno crudo de la tarántula G. rosea y de la fracción 

precipitada al acidificar el veneno con acetato de amonio 20 mM. pi-! 4. 7. 1) Marcador de peso molecular 

P7708S de BioLabs. 2) \'encno crndo en condiciones no reductoras. 3) Sobrenadnnte obtenido al diluir el 

veneno en acetato de amonio y clarificado por centrifugación. 4) y 5) precipitado obtenido al diluir el veneno 

y resuspendido en buffer de carga pura geles de proteína, en condiciones no reductoras. 6) y 7) precipitado en 

condiciones reductoras con 2-mercaptoctanol. 

V. 2. 3 Separación del veneno por Cromatogrc¡fía de E'<c111sió11 Molecular. 

La elución cromatográfica por exclusión molecular de 1.5 mi (A280 nm 354.) de 

veneno diluido en buffer acetato de amonio 20 mM pH 4.7 produjo el perfil de la Figura 17, 

en el cual se distinguen tres picos principales y cuyo máximo eluye entre las fracciones 45 

y 56. Las seis fracciones colectadas por separado, se enUmeraron con números romanos 

desde I hasta VI y el porcentaje obtenido de cada una de ellas, con respecto a la cantidad de 

veneno inicial cargado en la columna, se muestra en la Tabla II. 
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Figura 17. Perlil crrnnulogitfico Je la cluciún por exclusión molcculur Je 535 uniJuJes Je ubsorbunciu del 
veneno de O.rosea. El lmnuño Je las fracciones fue dl.! (, mi. 

En la fracción 1 migraron los dos componentes principales de alto peso molecular del 

veneno, los cuales se identificaron por SDS-PAGE (Figura 18). Estos son: el componente 

que migra a 175 kDa y _el componente con actividad de hialuronidasa, cuya migración se da 

por debajo de los 475kDa. Esta fracción 1 es motivo de estudio por parte de otro proyecto 

del grupo, port~~to, no se analizará más allá deJ() aqllí mencionado. Las fracciones 11 y IIT 

corresp~ndiérém·princi palmen te a component~s d~ bájo peso molecular, los cuales migraron 

por debajo de los 25 kDa; aunque también s~;e~Cuerltra en menor proporción la banda con 

actividad de hialuronidasa; en la fracci611'~IV,~ se encontró componentes que migraron 

principálmen por debajo de los 6.5 kDa eneÍgel de SDS-PAGE. Esta fracción contuvo una 

mezcla de péptidos, al igual que la fracción 111, como se observó posteriormente por 

rHPLC. 



kDn 2 3 11 111 IV V VI 

Figura 18. Gel de poliacrilamida-SDS (15%) de las fracciones obtenidas en la cromatogrufin por exclusión 

molecular del veneno de G. rosea. 1) Marcador de peso molecuin P7708S de BioLabs. 2) Veneno crudo. 3) 

Material de slntesis de GrTxl. Los números en romano 1, 11, Ill, IV, V y VI ubicados en el gel, co1Tesponden 

a las respectivas fracciones obtenidas en la cromutogrufiu de exclusión molecular. 

La fracción V, cuyo máximo de absorbancia es a 260nm, y en menor grado a 280 nm, se 

debe al contenido de acilpoliaminas y según Geren and Odell, al contenido de ATP que 

también se encuentra en esta fracción. Esta fracción, migró a nivel de los componentes de 

bajo peso molecular y mantuvo su tinción con azul de Coomasie. Posteriormente se 

comprobó que tanto la fracción V como la fracción VI además de las acilpoliaminas, 

contienen también péptidos de bajo peso molecular. 

La determinación de la conductividad para cada una de las fracciones colectadas durante la 

cromatografia, dió un pico máximo de conductividada de 1.68 mS, solapado dentro de la 

fracción enumerada como V. Esta conductividad es atribuida por varios autores a iones 

citrato, no obstante, por el pH en el cual trabajamos, no se descarta que las acilpoliaminas 

se encuentren cargadas y la conductividad que se observa se deba a este factor. 
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Tabla II. Recuperación para cada una de las fracciones obtenida en In separación cromntográfica del veneno, 

después de liofilizar y resuspendcr en 1.5 mi buffer acetato de amonio 20mM pl-14.7. 

Fracción Vol (1111) A:•o UA:•o A:so UA:ao 

Sohrt.'llmlnntl' \'encnu ndtlllll·acln pll 4.7. 1.5 6:?7 940 357 535 
Fr:u.·<.·U111 cnrcuda en la C. St•pluull'x c;.:;o 

p u R 1 F 1 e A e 1 o N 

Fracción 1 Scphadc."/Liofilizada 1.5 3.6 5.5 6.5 'J.7 

Fracciún 11 Scphadcx/Liofilizada 1.5 1.8 2.6 2.6 4.0 

Fracci<ín 111 Scphmlcx/Liofilizada 1.5 7.5 11.2 9.9 14.9 

Fracci<ín IV Scphadcx/Liof'ilizada 1.5 8.1 12.2 8.6 12.'J 

Fracción V Scphmlcx/Liofilizada 1.5 335.4 503.2 165.7 248 6 

Fraccií111 VI Scphadcx/Liofilizada 1.5 9.0 13.<í 3.2 4.7 

Suma de las Fracciones 9.0 365.4 548.3 l % 5 294.8 

1'/.2. -1 Cromaf(~fi·qfía líquida de alta resol11c:ió11 en.fase reversa (rp-HPLC). 

El perfil de la cromatografia de 20 p 1 de las fracciones III y IV por cromatografía 

líquida de alta resolución en fase reversa (rpHPLC) se observa en las Figuras 16a y 16b, 

respectivamente. La separación se efectuó empleando una columna C 18 de la marca 

Vydac. El cromatograma de la fracción III presentó el mayor número de picos, los cuales 

eluyen dentro de un gradiente lineal del 28 al 49% de acetonitrilo y corresponden 

principalmente a componentes peptídicos (Figura 19a). En la fraéción IV, por otra parte, 

los picos eluyen principalmente en el intervalo lineal del 32 al 42% de acetonitrilo. Se 

observa en esta fracción, la elución de un( os) componerite(s) hidrofilico(s) con un tiempo 

de retención de 10.95 minutos dentro del gradiente lineal de acetonitrilo (Figura l 9b). 

En la fracción V (Figura 20), para la cual se esperaban sólo componentes con 

características hidrofilicas como las acilpoliaminas, se observaron además componentes 

con características hidrofóbicas, los cuales eluyeron entre el 35 y 50% de acetonitrilo. El 

componente mayoritario, con un tiempo de retención de 42.06, representó un 41.6 % del 
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área del cromatograma y eluyó en 42 % de acetonitrilo. Posteriormente, este componente 

se identificó por secuenciación y por espectrometría de masas, como la toxina nativa 

GrTxl. Esta toxina representa el 31.5 % del area bajo la curva del cromatograma obtenido 

para la·elución del veneno total por rp-HPLC. Por otra parte, los componentes con tiempos 

de retención cortos, aparecen también en la fracción VI y se discuten adelante. 

a) b) 

0.5 - 1.0 

7-
u ¡;¡ :::;¡ 
u ~ 0.5-
~ . -<: 

10 20 30 40 50 60 60 
Tiempo (min) Tiempo (min) 

Figura 19. Perfil cromntográfico n 230 nm de las fracciones 11) III y b) IV por rp-HPLC. Se inyectaron 20 µI 

de muestra en una columna C 18. El gradiente usado fue de 0-60% CH3CN/O, I 0% F 3CCOOH, con flujo de 

ml/min y In línea a trazos lo representa. 

1.0 

... -
7.-16 8 29 _ ...... -· 

\ . 82 .. --· .-· 

.-" 

42.06 

" ..-.--

.. 
. , .. --- _,, _______________ _ 

10 20 30 40 
Tiempo (mln) 

50 60 

Figura 20. Perfil cromatogrófico 11 230 nm de la frncción V por rp-HPLC. Se inyectnron 100 µ1 de muestra 

en unn columnn C4. El gradiente usado fue de 0-60% CH3CN/0, 10% F3CCOOH y el flujo fue de 2 ml/min y 

la línea 11 truzos lo rcpresentn. 
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Fi~ura 21. Perfil de la e lución cromatognificu por rp-HPLC n 230 nm de A) 1 O µl de veneno crudo y B) 

repurificnción de la loxinu GrTx l. Se usó una columna C4, un grndicnle lineal de 0-60% Cl-hCN/O, l O'X1 

F3CCOOH y flujo de 2 ml/min. 

La fracción VI se separó bajo las mismas condiciones de elución que las anteriores 

fracciones, con la salvedad que se realizaron registros simultáneos a longitudes de onda de 

230, 260 y 280 nm. Se escogieron estas longitudes de onda con el fin de d.iscriminar la. 

absorción debida a las acilpoliaminas, de la absorción debida a c0111porientes nuc:leotídicos 

que pudieran estar presentes, como ATP, ADP y AMP, los cuales han sido repórtados en 

los venenos de las tarántulas D. hentzie, una Aphonopelma sp. de Arizona y en la ~specie E. 

cal[fomic11111 ( Geren and Odell, 1992; Savel-Niemann, 1989). 
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Figura 22. Perfil q1-HPLC de la fracción VI con registros simultáneos a 230 nm. 260 nm y 280 nm. El 

volúmen de muestra cargado fue de 50 µI. se usó uno columna C 18 un gradiente lineal de 0-60%1 

CH3CN/O. JO% F3CCOOl-l (linea a trazos) y 11ujo de 1 ml/min. 

La longitud de onda de 230 nm, es a la cual registramos comúnmente las separaciones de 

péptidos y proteínas por HPLC, este valor está más cercano al máximo de absorción (214 

nm), debida a la transición electrónica~ rr* del grupo amida presente en las proteínas 

y es más sensible que la absorción por parte de estos componentes que a 280 nm, longitud 

con la cual trabajamos comúmente en el espectrofotómetro para estimar las concentraciones 

de las muestras con proteínas; por otra parte alrededor de los 260 nm absorben las bases 

nitrogenadas purínicas y pirimidínicas. 
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La Figura 22 muestra los cromatogramas de la fracción VI, obtenidos por rp-HPLC a las 

tres longitudes de onda. En cada uno de ellos se puede observar dos zonas ampliamente 

separadas en las cuales migran los componentes. La zona donde eluyen los componentes 

con menor tiempo de retención y la cual se encuentra poco resuelta, presenta mayor 

afü;oreión a260 nm que a las demás longitudes de onda. La absorción a 260 nm, teniendo 

en cuenta algunos repo1tes, se debería a la presencia de componentes nucleotídicos y la 

absorción a 230, nm sería a causa de las acilpoliaminas (Escoubas, et.al., 2002). Un 

análisis de las masas moleculares de algunos de los picos que eluyen en esta zona, arrojó 

por MALDI-TOF, masas entre los 400 y 800 Da. (Tabla III). Estas muestras no se 

consideraron en este trabajo, más alla del análisis de algunas masas obtenidas. Los 

componentes peptídicos, como es de esperarse, presentan su mayor absorción a la longitud 

de onda de 230 nm. 

~·a 
Mnsn Ohs. 

V-7.46 V-8.29 V-8.82 VI-10.53 

845 688 768 

672 672 721 

656 656 672 

445 461 656 

437 428 488 

255 303 461 

250 265 445 

428 417 

339 268 

Tabla 111. Tnbulación de musas moleculares obser\'adas por MALDl-TOF para algunos picos de la fracción 

V. con tiempos de retención de 7.46, 8.29, 8.82 min y el pico con tiempo de retención de 10.53 minutos de la 

fracción VI (Fig. 22). Los componentes mayoritarios encontrados en cada una de estas fracciones se 

muestran en ncg1illa. 



IV.2.5 /Jefen11i11ación de la estructura primaria y peso 1110/ecular de la toxina 

nativa. GrTxl. 

La toxina nativa GrTxlA, se identificó en el veneno en la fracción que eluyó con un tiempo 

de retención de 42.06 min sobre, una-columna C4 (Figura 21 a y 21 b); su secuencia 

determinada directamente hasta el aminoácido 19fue: YCQKWMWTCD EERKCCEGL, 

los cuales correspondieron con .los primeros aminoácidos de la secuencia sintética. La 

determinación de la masa molecular de la toxina nativa reducida y sin reducir fue de 

3979.6 ± 0.4 Da. y 3985. 7 ± 0.4 Da. La diferencia de 6 unidades de masa atómica de la 

toxina nativa sin reducir con respecto a la toxina reducida, indicó que los seis residuos de 

cisteínas en la secuencia están formando tres puentes disulfuros, como era lo esperado. 

Además, los valores de las masas moleculares experimentales y teóricas, coinciden muy 

bien, teniendo en cuenta un error experimental del 0,02% que presenta la determinación de 

la masa por MALDI-TOF. 

3979.6 B) 3985.7 

"! 

i 1 1 
li. i"t 
¡¡ 1 ¡ 

1·-
" "' 

Fi~uru 23. Espectros de mnsns obtenidos por MALDI-TOF de /\) In toxina nativa GrTx 1 y 13) de In toxina 

GrTx 1 complctnmente reducida con DTT. En ambos espectros se observa un pico minoritario 

c01Tespondiente n In segundndn ionizneión de la molécula. 
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IV. 2. 6 Determinación deÚnlace:disu(furo C2-C5 de la toxina nativa GrTxJ; --

Basados en el conocimiento de la secuencia de la toxina GrTx(y asurrtiend~ elpatrón de 

disulfuros del ICK se digirió el péptido con la enzim11s trlp~i~a,' q~e c~rta el extremo 

carboxilo terminal de los aminoácidos lisina y--arginina:-y 1;a:-~11zima Glu C, que corta el 

extremo carboxilo terminal de los aminoácidos aspártico y glútáillico (Fig. 24A). El perfil 

cromatográfico de la purificación se muestra en .la Figura 24B, junto a la cual aparecen 

tabulados los picos a los que se les determinó la secuencia (Fig. 24C). Ellos se escogieron 

con tiempos de retención corto ya que se esperaban obtener péptidos cortos con poca 

interacción hidrofobica. 

Tripsin;i íilu·<' 

A) 
+ t t • j 9+t 

YCQKWMWTCD EERKCCEGLV CRLWCKKKIE L _______________________ I 
C2·C5 

B) C) 
0_3_.-----------------.-.-~- 60 

l'ICO (Tw l\llN.1 
a 

SECUENCIA _,, 
23.76 YCQ 

cw ,. .·· 2435 SY ,, 

26.85 YXWGSL 

VA 

31.28 K!E.X 

0.1- RE 
3433 WM\VfC 

GLVCR 

42.75 Yll.J'N 
/ 

VCQK 

IO 
1 

20 30 40 
1 

50 
1 

60 ªTiempo de retención 
Tiempo de retención (mln) 

Fi~ura 2.t. Determinación enzimitticu del enluce disulfuro entre la cistcínu 2 y lu cistinu 5. En el panel A se 

muestra la secuencia de GrTx y sobre ella, los sitios de corte de las enzimas empicadas en la digestión, 

tripsina de pitncreas de bovino (Azul) y protéusu V8 o Glu- de Stuphylococc11s u11re11s (rojo). 13) rp-1 IPLC de 

la digestión cnzimitticu de 91 µg de toxina nutivu. C) Tabulación de los picos del cromatogmma u los cuales 

se les dctenninó In secuencia. 



De los picos seleccionados para secuenciar, el pico que eluyó con un tiempo de retención 

de 34.33 minutos; dió la secuencia esperada para lospeptidos unidos por el enlace disulfuro 

establecido entre las cisteínas dos y cinco (CII-CV), los cuales fueron WMWTC(JI), 

GLVC(V)R. Los demás .enlaces disulfuros presentes en el péptido no se pudieron 

deterininar por digestión~enzimáticfa, debido a qüe no existe un método para romper entre 

las dos las cisteínas adyacentes en las posiciones 15 y 16. 
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V.3 Plegamiento in vitro de GrTxl 

El péptido reducido y purificado por rp[IPLC se sometió a una reacción de plegamiento 

oxidativo en amortiguador redox de glútatión, el cual promueve la oxidación y rearreglo 

de. enlaces di sulfuro. Se en~ayó t~mbiénla oxidación del péptido lineal burbujeando 

directamente oxígeno en la muestra .. 

Para optimizar lá reacción de plegámiento.de la toxina, se examinaron varias condiciones 

de oxidación las cuales aparecen lista.das en la tabla IV. 

Tabla IV. Condiciones para la optimización de enlaces disulfuro en GrTx1 

Condición Amortiguador pH GSH(mM) GSSG(mM) GrTx1 (mM) ·Rto. (%) 

1 NH400CCH3 7.8 · 50mM o 

2 NH400CCH3 7.8 SmM 0.5mM 5mM 2.7% 

3 NH400CCH3 7.8 SmM 0.5mM 25 mM 20% 

4 NH400CCH3 7.8 SmM 0.5mM 50 15 % 

5 Tris-HCI 7.8 25mM o 

6 Tris-HCI 7.8 SmM 0.2mM 25mM- 19% 

7 Tris-HCI 7.8 SmM 0.5mM 25mM 32% 

8 Tris~HCI 7.8 5mM 2.0mM 25 mM 45% 

9 Tris-HCI/ 0 2 7.8 50mM o 

El buffer acetato de amonio 1 M, pH7.8 conteniendo GSSG 0.5 mM y GSH 5mM 

(condición 4) y el cual fue usado en el plegamiento de co-conotoxina MVIIA y MVIIC, 

produjo un rendimiento del 15 %, obteniéndose además, gran cantidad de precipitado 

durante la oxidación, producto de la agregación y polimerización del péptido el cual 

posteriormente se redujo y purificó por rplll'LC. 

TRC:T(' l"l(\\f -, 
.. >\. • .' ·. \; J) ·' 1 

'J' ¡, ·: 1 . . ·, .. . ... ... 1 • ... . ... . . ' , . '. ·' .. ,, T 
_,,.:_;'._'...:'_'..._' __ :_1_~:~J.'.:! ~:,~j 
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La reacción de plegamiento se monitoreó por rpHPLC cada 24 h hasta un tiempo de 72 h. 

El mayor pico visible en 72h, correspondió al tiempo retención en cual eluye la toxina 

GrTx 1 nativa (Figura 25A) 

Manteniendo un tiempo de 72h, se ensayó la reacción con buffer Tris-HCI y se examinó 

posteriormente, el efecto de variar la concentración de GSSG. Se encontró que el 

incremento de GSSG, hasta una concentración de 2mM produjo un aumento en el 

rendimiento de la reacciónplegamiento del 45 % con respecto a la. concentración inicial 

del péptido reducido en la reacción de plegamiento (Figura 25B). 

La temperatura de reacción, la cual ha sido reportada no ser crucial para el plegamiento 

de ro-conotoxina TxVII (entre 2ÓºGy37~C);setnantuvo a 4ºC. Sin embargo, en el 

plegamiento de las toxinas ffi"conotoxina MVIIA )' MVI este parámetro fué crucial. 

A) 

Tít111po(111mJ 20 40 
Ticmpo(mm) 

60 

FiJ!,uru 25. /\.) Cinética de plegamiento de la condición 2. 13) Plegamiento de GrTxl a diferentes 

concentraciones de GSSG. 

La determinación de la masa molecular de la toxina plegada, produjo el valor de la toxina 

oxidada con tres enlaces disulfuros (Masa ~e.órica = 3979.7 Da, Masa esperimental 3979.8 

Da) (Figura 26B). 

f- 'T11]C'f C: ro~T 
1 ... ,•.11.J .. ~., V\~ t·¡; 
1 - ' - . 1 n ._ ,, ·-¡ 1•í'. , . , , .. ·):iru·-,t¡•N 
, _ _;'__:__l_::'._:::~..: __ ::..::~_~_ .1. \l .ü 
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Figura 26, A) Reucción de plegamiento (Condición 3). B) Espectro de musas dela toxina sintética 

plegada. 
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Figura 27. A) Coelución de las formas plegadas dela toxina sintética y Ju toxina nativa. B) Coeluci6n de 

Ja toxina sintética y nativa, en fomrn reducida. La linea u trazos representa el gradiente lineal de CH3CN 

empleado. 

El cromatograma de la de coelución de una mezcla equimolar de toxina sintética plegada 

y toxina nativa (Figura 27 A y 27B), mostró la migración de un pico, lo cual refleja un 

misma conformación para las dos especies. Los ensayos de actividad para la toxina 

sintética plegada mostraron los mismos efectos que la toxina nativa. 
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.. l:'.u), • J \J '· _. 

¡1 . • 
.,/¡/ \l .-\ , [l•T'j 

!._ - ::_ • 
1
• : : í !'.: i\J 

---- - - -·- ----

54 



La condidón óptima de plegamiento=ob-ieniaa=pa~a ro~con~toxi~a MVÚAy M:Vric no 

fué las más adecuadas para el plegamiento deGrTxl,Ja,c:ual formó en su 111ayor parte 

precipitado. Este resultado muestra que la motécul~ lineaide GrTxl tiende agregarse en 

un ambiente hidrofili C_9. ~º~-º=!!'! Pªrtt!• ~f7_c~() f~=yofo~I(!_ dt!l bt1ffer J"ris-f:IC::l JJ.ª!ª el 
·-· '. ' 

plegamiento de GrTxl podría ~tribuirse a su relativa hidrofobicidad la cualinteraceiona 
. . . 

apropiadamente con la toxina, rii::a en residuos hidrofóbicos. Otro factor que podría 

contribuir a éste efecto favorable por parte del Tris, se debería al ion tris"hidroximetil

amina, el cual resulta mejor contra-catión para los aniones del péptido representados por 

los residuos ácidos, lo cual podría implicar que las repulsiones intramoleculares entre los 

residuos ácidos serían la fuerza electrostática causantes de obstruir el correcto 

plegamiento en GrTxl. 

El efecto favorable de GSSG en el plegamiento de GrTxl, estaríajustificado en virtud del 

aumento de especies oxidadas, las cuales en el modelo de plegamiento de dos etapas, 

conllevarían a producir la conformación nativa. 

Las ensayos de plegamiento asistido con la minichaperonina GroEI, aislada de 

Entamoeha hystolitica, no produjeron estados plegados del péptido los cuales fueran 

detectables como cambios en el perfil de elución cromatográfica de la toxina reducida. 

No obstante los anteriores resultados, no se asevera la ineficacia de GroEI, ya que 

algunos factores como la pérdida de actividad por desnaturalización de la chaperona y/o 

condiciones de reacción desfavorables, estarían implicados en estos resultados. Se 

requeririan otros ensayos para verificar a GroEI y las condiciones favorables para que ella 

asistiera el plegamiento de GrTxl. 

TESIS C()1\(-l 
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V.4 Ensayos de Actividad 

V. -1. l Ensayos de actividad in vivo. 

Los estudios preliminares de la actividad biológica de la toxina nativa GrTx J, así 

como los de la toxina sintética plegada in vitro, se realizaron en grillos de la especie A che ta 

domesticus. · Las dosis ensayadas y el efecto causado se resumen en la tabla V, en Ja cual se 

observa un efecto dosis-dependiente. Dosis de JO a 63 µg GrTxl nativa/g de grillo, 

causaron parálisis de Jos especímenes después de.los 10 minutos de haber sido inyectados: 

iniciando ésta, con la parálisis de las patas traseras seguida de las patas delanteras y cese 

del canto. La recuperación de la movilidad normal fue gradual. Dosis de 180 ~Lg/g 

causaron la muerte dentro de 24 h. Algunas toxinas reportadas con efecto paralizante sobre 

insectos son HwTx-II y CvTx-II. HwTx~Ilde S.h11we11a, tiene una dosis media paralizantes 

(ED 50 ) de 127 ± 54 µg/g (0.01 µmol/g) y una dosis letal de 200 µg HwTx-II /g (O.OS 

µmol/g) en cucaracha, mientras 9ue para Ja toxina insecticida especie-específica de 

C. va/idus, CvTx-11, la EDso fue ~e 0,2¡.irrtol/g. 

El efecto de la toxina sintética reducida y Ja plegada in vitro se ensayó por separado. Con 

la toxina sintética reducida no se observó ningún efecto diferente al de los grillos control, 

mientras que la toxina sintética plegada, a dosis de 10 µg/g de grillo, causó parálisis con 

menor tiempo de recuperación que el observado para la toxina nativa a esta misma dosis. 

Estos datos nos indican que Ja toxina sintética requiere estar plegada correctamente para 

mostrar efecto, ya que la sintética reducida no lo tuvo. 

Con el propósito de evaluar mejor un efecto cualitativo y cuantitativo de Ja toxinas, se 

realizaron también ensayos de la actividad en sistemas aislados para algunos canales 

ionices que participan en la generación del potencial de acción 
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Tabla IV. Efecto dosis-repuesta de In toxina GrTxl nativa y sintética plegada sobre grillos. 

MUESTRA DOSIS (µglg 1/e gril/11) EFECTO 

Control Agua (IOµL) No se observa purálisis 

Toxina nath·a J80 (0.045 ¡tmo/!g) Muerte anh!s de 24 h. 

Toxina nativa 65 (O.OJ6 ¡tmol!g) Parálisis con recuperación de la movilidad después de 8h. 

Toxina nath•a 20 (O. 005 ¡t1110/!g) Parálisis con n .. -cuperución de lu movilidad después de Sh. 

Toxina nativa JO (0.0025 ¡t1110//g) Parálisis con recuperación de lu movilidad después de 3h. 

Toxina Sint.Reducida J5 (0.004 ¡11110/!g) No se observa parálisis 

Toxina Sint.Plcgnda JO (0.0025 ¡tmo/!g) Parálisis con recuperación de lu movilidad después de lh. 

V. 4. 2 Efecto de la toxina plegada sobre canales de sodio y canales de potasio tipo ERG. 

La toxina sintética plegada in vilro, se ensayó sobre las c,on-i\"llll~s.~e ~ód~¿'·Y'P.()t~sio 
tipo ERG, siguiendo los_ protocol8s qe es_ti1T1ul1:1ción: d(lscr,it~::~n .19s'!ll~t?dos; -El 'corltrol 

positivo del ensayofu,e !_~ ic}"if!~n~tiva:punfic!lda:a p,art,ff del v~n~rl9#~ lltaf~~ttJla. 

La do.sis •-(ltTIPle~4~··;kar,~ ~valJar el efecto causado por la JitoxiHa:~{si~J~tisa sobr,e éstas 

corrientes .J\i€'cte'4 ~tgfriil; mientras que para evaluar !Os eféfto~ s6bre· la~ cÓrrientes de 

sodio y p~ta~i~ ~orÍ la toxina nativa, se usarán dosis de 10 (2.SnM):y 5 (1.2SnM) ~tg/ml, 
respectivamente. 
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Figura 28. Registros de lus corrientes de sodio A) y potasio tipo ERG 13), de la toxina nutivu GrTxl del 

veneno de G. rosea. 



Los regist~os d: la c~.~r!==nt.e de sodio obteni~()S sin toxina fueron corrientes entrantes muy 

rápidas, las cuales en presencia de la toxina nativa a. l O ~tg/ml (2.5 nM) produjo una 

inhibición_.· del J Oo/.i en··la• 11mplitud•d~ •. la•corrie11te,•··mientras • que. paraJas corrientes de 

potasio se.obsef".~ iJ~~.inhibi.ciór(en.la··~rn~ll~tidd~ la cd~ri~nt~d~i2o%.: Estosdatos 

indican Já~fünci onalidaclcde_ la toxina .. sintétic~ pleg~cla"Úl~l'ill;CJ, ii~ec~~ que.refleja.que. su 

estmctllra triditne;~=sÍ~nal ·se encuentra en un conform~ciÓ~ i~llái'~ f~ ~~ti va. 
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Figuru 29. Registros <le lus comentes <le sodio (A) y potusio tipo ERG (B), <le In toxina sintético GrTxl 

plcgu<lu in vitro. 

La actividad sobre canales de potasi.o. ha sido hallada en .lll!tneros!l~ toxinas aisladas de 

venenos de araña, ejemplo de ello son HaTxly HaTx2;-aisladás de l~especi~ G. spatitlata 

(Takahashi et al., 2000), SGTx l aisláda de·d~S- g1'iseip<!;~· (Marviet al., 1999) y las toxinas 

HmTx1 y HmTx2 de H. macu/áta (Escoubas kt Ji'., zo&zc),todas ellas actúan sobre canales 

de potasio voltaje dependiente. 
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V. 4. 3 lifecto de las fracciones /-VI de I veneno de G. rosea sobre canales de sodio y 

canales de potasio tipo ERG. 

Mediante 1, técnica de ''P'!lc~ clamp"y einpleanqo c~lulastipo Fl 1~ s~ registraron 

las corrientes de sodio. y pot~sio tipb. ERG; el· prbt~~olo de esti·m~lación ·.se: especificó en 

métodos ... Sobre estas_ corri ;nte~ selensayaron;_· lis •. ·~fracci ories~ÍI a .la~Yl~~ob~enidas_de Ja 
-- -, . :;- - .-,:;: -_-, :-- .. --o .. '_,_: :--~.'--' :·-·.- -,. -,-.7~- _ • ,._ ·;~,"·-·-··.·~-º;-- '• "• -.--.,,.::- :· ;-·,, ·-_.,;\-.. -.-.-~.·--.--;;."-., --.'""'7·- - .--,,-- 0-;-- -----~ - --~--- --.- --

filtración ·e?:g~I d~1.~7n~nófl§f.~?fc~~t~j~~f.i~hi:9j~~en 'c~u~.aa<l·p?r~ c~cla Una deelliis 

sobre las.corrientes aKsadiO:;y.¡)oiasio'tipo ERGi se riiuestrafone1•histograll1á dé.la Figura 
.-:- .. <.~-·,_,_<;::_,,;.·:l;.! .. -.':~:::: .. ,:· __ -._,':c:··_·:3tY-·.-,o ·:.~, __ '.·~ __ ,:· .. <'-_ s~:~;·:: ·_' --·-- _.·.,~·,_ ... · 

30. Estas frélcéiones s~ erisayarÓn a Una dosis de l 80ltgfmL 

¡:. 

La fracción-qué c~Us<),IJA.-Jl1'~yor bloqueo en las corrientes de las corrientes de sodio fue la 

fracción IV, cuyo iilhibidión fue aproximadamente del62 %,mientras que fraccióri 11 causó 

el mayor bloqJe~·d~ l~s ~~rrientes de potasio, con una inbición aproximada del85 %. Esta 

fracciones serán objeto de estudio en futuros trabajos. 

Porcentaje de Inhibición sobre corrientes de Sodio 
y potasio tipo erg de las fracciones 11-VI 

100 ~--------------------, 

90-1--------------------l 

eo+---111&1111-----------------1 
e 70+---li~l--------------IB\i'll--I 

•O 

:¡ 60 -1---itiNll------
:!! 
:5 so 

.g 40 

llt 30 
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I\' \'I 

a Canal Na 

a Canal K-erq 

Figura 30. Histogrumu <le) porccntujc <le inhihiciún sobre co1Ticntcs <le sodio y potasio <le las fracciones 11, 

111, IV y VI del veneno <le G. msea. 
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V.5 Análisis de la estructura primaria y terciaria de GrTx. 

V.5.1 Homo/ogk1 de secuencia de toxinas de /afamiliaTheraphosidae. 

De las 40 secuencias de toxinas de tarántulas obtenidas de Ja base de datos del 

NCBI y de algunas publicaciones, se seleccionaron 18 secuencias, las cuales cumplían con 

la característica de pertenecer a la familia de arañas 711eraphosidae, su secuencia estaba 

completa y los enlaces disulfuros debían ser los establecidos para el ICK. La Figura 31 

presenta el alineamiento de las 18 secuencia de toxinas peptídicas no redundantes, 

pertenecientes a tarántulas de la familia Theraphosidae reportadas hasta la fecha. En la 

pa11e superior se halla la secuencia de la toxina GrTxl, la cual es un péptido de 31 

aminoácidos y constituye la toxina más abundante del veneno. A nivel de secuencia, 

GrTxl presenta baja homología con las secuencias consideradas en el alineamiento, con la 

excepción de las toxinas GsMTX2, ProTx2y Gs-Seq-1, cuya identidad de secuencia fue del 

90.0, 87 .. 1 y 79.3 % respectivamente. 

Oswald y colaboradores (2002) encontraron que GsMTX2 bloquea en un 45 % la corriente 

de canales de potasio rnecanosensible, con una constante de asociación de 1.7 x 105 Mº1s·r, 

mientras que Gs-Seq-1, se encontró que bloquea las corrientes en canales de potasio 

sensibles a voltage y ProTx2 bloquea canales de sodio (Middleton et al., 2002). Resultados 

arrojados por este trabajo, señalan a GrTxl como una toxina que actúa bloqueando tanto 

corrientes sodio corno corrientes de potasio tipo ERG. 

A nivel de estructura primaria, este grupo en particular, satisface el motivo C1X3.7 C11X3.9 

CmX01 C1vX1.s CvX4.13Cv1,, donde X es cualquier aminoácido y C son residuos de cisteínas, 

las cuales forman tres enlaces disulfuro ordenados como sigue: C1-C1v, Cu-Cv y C111-Cv1. 

El motivo motivo C1X3.7 C11X3.9 C111Xo.7 C1vX1.4 CvX4.13Cv1, es una versión más extendidad 

del motivo C1X3.7 C11XJ.6 CmXo.s C1vX1.s CvX4.¡3Cv1, propuesto por Pallaghy para toxinas 

peptídicas con la topología del ICK. En el motivo extendido, las cisteínas II y IlI pueden 

estar espaciaaas de 3 a 9 residuos, mientras que el espaciamiento entre las cisteinas III y IV 

puede ser de Oa 7 aminoácidos y entre Iascisteinas IV y V puede estar comprendido entre 

1 y 5 aminoácidos. 
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Aún cuando pocas toxinas de la Figura 31 tienen más del 50 % de homología a nivel de 

secuencia, la mayoría presentan las siguientes características: 

1) El espaciamiento entre las cisteinas requiere de pocas substituciones para una 

alineamiento idóneo y 2) La mayor parte de los péptidos tienen la CIII y CIV contínuas, 

formando un doblete central. 

Otro arreglo del motivo de cisteínas se encuentra en la toxina ESTX de E. ca/ifomicum 

(Savel-Niemann, 1989), TXP 1 de B. smithii (Kaiser et al., 1994) y en las dos isofornias de 

la toxina HwTX II de S. huwena (Shu and Liang, 1998), las cuales no presentan el doblete 

central conformado por las cisteínas III y IV. Se conoce por la estrnctura HwTX II, 

resuelta hace poco tiempo (Shu et al., 2002), que esta. toxina presenta el arreglo de puentes 

di sulfuro CI-CIII, CII-CV y CIV-CVI, diferente del patrón de puentes di sulfuros hallados 

para el ICK, lo que establece otra topología diferente en estas toxinas y que probablemente 

seria la topología presente para las secuencias mostradas en la Figura 31 que no contienen 

el doblete central de císteínas. 

1<5.2 Análisis de Secuencia. 

Las Figura 32 muestra el árbol filogenético construído con el algoritmo Neighbor- joining 

correspondiente a la 18 toxinas consideradas en el alineamiento multiple de la Figura 31 el 

cual resultó idéntico a los obteninos con los algoritmos Kitsh y Fitch, y debido a que no se 

conoce una secuencia ancestral que indique los estados de caracter de los cuales 

divergieron las secuencias consideradas, no se pudo enraizar. En él, se diferencian siete 

grupos principales, especificados de Gl hasta G7. Estos grupos en general, contienen 

toxinas que actúa a nivel de canales iónicos, como a nivel del receptor nicotínico de 

acetilcolina. El grupo 1, contine tres toxinas del género Grammosto/a, las cuales actúan a 

nivel de canales de potasio: Gs-Seq-1,la cual actúa sobre canales de potasio sensible al 

voltage, GsMTx2, que actúa a nivel de cales de potasio mecanosensible y GrTxl, actúa en 

canales de potasio tipo ERG y sobre canales de sodio. También se encuentra en este grnpo 

la toxina ProTx2 de 77wixopelma pruriens que actúa a nivel de los canales de sodio tipo 



Especie !2!!!!! Alineamiento de secuencia 

Grammostola rosea GrTXl ••••• YC.MW!IC 
Grammostola spatulata GsMTX2 ••••• Y C Mw¡tc 
Grammostola spatulata Gs Seql ••••• YC LW~C~ 
Thrfrope/ma prurie11s ProTX2 ••••• YC MW _ C 
Brachypelma smithii Tx2-9 ••••• lcv F ~- e _ _ _ _"" .,. ,..,.,.,.....~ ... 
Gm"""'"'"'" '"""''"'" G•MTX4 ••••• GCL .i!lc > ' e e~ · ILIC!i!llLF • • l!LCIF 
Grammostolacala HaTxl ••••• ,C,LFGGC~~~· ·~ ce~ .. SI,GC'D' .. IYCA 
Gra111111osto/acala HaTx2 ••••• C . LFGGC1 "".J·A ccl.,: ... 11-... GC .F .. - .. jYCA 
Scodragriseipi:s SgTxl ••••• ~e LFGGC~. ~;,,.A ccf, ..• LAC, _ G. -IYCA 
Hysterocrares gigas SNX-482 GV!IAGC . MFGGC.. CC~ ..• LGC.F .. CYCA' 
qrammosrola spatulara rnGrTxlsL\ •••• ·1cyiFWGlc,.., · ~., ce!. -1!-Ac:.': ~ICV . 

w •••• 

1-.if' .. .A ••• 

F-IFI· 
F.~!· 

-~.!'· •• 

·!Fii ..v .. 
FG!F°!· Tlmxopelmaprurums ProTxl ••••• CIYWLGGC~.'; _G._ .. ccf,. -~ .. ve •. ,, .. GWCVW1 

Selenoscomia lutw<'na HWTXI ••••• xct;VF'. ct.tG . e~~ •• ~VC' . • - l~C. 
Selenosco111ia/1111rena HWTX-112 ••• LFIC!f'IC 1c1 .. ·1··-. cs.<;GW ... 1c1F1CVI. 
Selenosco111ia hm1·em1 HWTX-111 ••• LF CIFIC I . ,,¡el ....... ci<;Gw ... ic, F. CV. . 
Brachype/11111 smirhii TXPl ••• IF CVFl.C I .. . .1C .. ,e .G ·~· C!GGW .. ·!c,.,I, CL I. 
Eunpe/111'.1 ca/ifo~111c11111 EsTx-4.3 ••• I F cvFic I .. . e. _,cllG C!Ji-GGW .. ·!C. II _ CL I. 
Corem1orne1111s1ahdm CvTX2 ••••• AcgAG . cYg.~ccl .. GLYCfAYV. -VMCYM •..... 

Paul K. Phallaghy: eX3•7 ex_,_,, ex0•5 eX 1-1 eX-1- 13 e 
Theraplwsidae: ex3-7 ex,, ex. -ex., eX4.13 e 

% Idª %Homb Actividad 

--· -·- Canal :\fa+, K+ 
87.1 20.3 Canal K+-!\ICS 
79.3 89.6 Canal K+ 
90.0 96.6 Canal Na+ 
29.6 40.7 Canal K+ 
32.1 39.3 Canal K+-i\ICS 
26.7 30.0 Canal K+ 
26.7 30.0 Canal K+ 
30.0 30.0 Canal K+ 
22.6 29.0 Canal ea2+ 
25.8 38.7 Canal Ca2+ 
40.7 44.4 Canal Na+ 
34.5 37.9 R. :-Jic.AcC 
23.3 36.7 R. Nic.AcC 
23.3 33.3 R. Nic.AcC 
33.3 40.7 R. Nic.AcC 
31.0 44.0 R. Nic.AcC 
32.1 50.0 Insecto 

FIGURA 31. Alineamiento de secuencia de toxinas pertenecientes a tarántulas de la familia Therap/wsidae con similar estructura 

y modo de acción conocida. En Ja parte derecha al alineamiento se colocó el el porcentaje de iden~idad y homología de las 

secuencias respecto a la toxina GrTx 1. 

ª Porcentaje de Identidad. 

b Porcentaje de Homología. 
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N av 1. 2,. N a..,J, ~ •. l'l" avLI y ]'l"f1vl. ª. }9~das .esta t()xinas tJen.t:.n. l~ carªcteri,stica de.rr~sentar las 

cisteínas III y IV condnuas en un doblete central, además de tener alta identidad de 

secuencia entre ellas: El grupó 2 lo conforma sólo la toxina HwTx-I de Sele11os.cpmia 

huwe11a; lá cual ti~ne las clsteí.nas III y IV contínuas y se halla menos relacionada por 

secueni::ia con HwTx-II pero actúa igualmente, sobre el receptor nícotínico de acetHcolina •. 

Por su parte, el grupo 3 lo conforman las toxinas co-GsTx-SIA, HaTx-1 y HaTx-11 de 

Grammostola spatulata, SNX-482 de Hysterocrates gigas y la toxina SgTx-1 de Scodra 

griseipes. HaTx-I, HaTx-II y SgTx-1 bloquean canal es de potasio. GsTx-SIA y SNX-482 

bloquean canales de calcio pero guardan poca similitud de secuencia entre ellas. SNX-482 

se observa más emparentada con las toxinas HaTx-I, HaTx-11 y SgTx-1, .que actúan a 

nivel de canales de potasio, por lo que se esperaría que la toxina de H. gigas, tuviera 

también acción sobre estos canales. El grupo 4 contiéne sólo a la toxina ProTxl de 

Thrixope/111aprurie11s, la cual al igual que ProTx2, agrupada en GI, actúa sobre los canales 

de sodio tipo Navl.2, Navl.5, Nav 1.7 y Navl.8 pero su secuencia se encuentra poco 

emparentada con ProTx2; En el grupo 5 se agrupan la toxina mecanosensible OsMTx-4 de 

la especie G. rosea y la toxina voltaje dependiente Tx2.9 de B. smithi. Debido a que 

GsMTx-4 actúa también en canales de potasio mecanosensible como lo hace GsMTx-2, se 

pensaría que existe una realación más cercana con el grupo 1, sin embargo, sus posiciones 

en el árbol no los relaciona directamente y podría especularse cierta convergencia 

funcional por parte de estas toxinas. El grupo 6, contiene bifurcada su raina y en ucna de 

ellas se agrupan dos toxinas correspondientes a las isoformas de HwTx"'.II de la especie 

Sele11ocosmia h11we11a y en 1 a otra rama se encuentran las otras dos toxinas, la TXP-1 y 

ESTX-4.3 de Brachypelma smithi y Euripelma ca/ifornicum respectivamente. Estas cuatro 

toxinas se presentan como grupos emparentados, debido.a que tienen alta identidad de 

secuencia, aún cuando provienen de especies diferentes; presentan además, la 

particularidad de no tener las cisteínas III y IV continuas y se conoce recientemente que 

HwTx-II no presentan el patrón de enlaces di sulfuro_ d(;)I ICK, por tanto se esperaría que 

todas estas cuatro toxinas presentaran igual topología. Todo el grupo 6, integra toxinas 

que actúan a nivel del receptor nicotínico de acetilcolina. Por último, el grupo 7 está 
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conformado Pº!" CyTx-11, la _c~ual actúa soEre insectos, pero su acción específica sobre 
- - - - -- -- -- _,-

blancos moleculares se desconoce y por inferencia filogenética resulta dificil asignarle 

algún tipo de función; debido a que su secuencia está muy poco relacionada con las demás 

toxinas en general 

La amplitud en el - conocimiento actual de las toxinas de araña, no pem1ite definir 

claramente una relación estructura-función similar al trabajo hecho con las toxinas de 

escorpión o caracol. 

. . 
• • 

G4 

G3 

SNX-482 

GS• Tx2-9 ........... -----~-_, 
•• • ••••• 

. 
• EsTX·4.3 
~ T><P1 

• .. 
• •• 
G6•• • ........ 

G2 ····· ·-. 
: HWTX1 : ....... · 

. 
• • 

Figura 32. Arbol filogcnético de las toxinas de la familia Tllerapllosidae, basado en el alineamiento múltiple del 
ChL~tal X. En el árbol se hace la distinción arbitraria de siete gmpos, en uno de los cuales (G !), se ci1cuentm 
agmpada la toxina Gr'l'xl de la tarántula Grammosto/a rosea. 
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V.4. 3 .·Modelo estructural de la toxina G1:Txl 

GrTx 1 és un péptido de 31 aminoácidos, el cual constituye el componente 

mayoritario delvenenÓdeÓ;,rósea. Elalineamiento de su secuencia contra otros péptidos 

de tarántulas de Ía fa~ilia)}iera~ho.~idae·se muestra en la Figura 31, donde se observa que 
. . . 

esta toxina present~ Jnaiíaentidad~de 'secuencia- alrededor de un 90% con- las -toxinas 

GsMTx2 y GSSe~~l~·cle)~~:-Ja~les, sólo GsMTx2 tiene su estructura tridimensional 

resuelta (Id PDB: lLUJ>). 

. . 

Debido a que GrTxl presenta una alta identidad con GsMTx2, se asumió una homología 
- :. ' .. ' ':- e:··»: ... : 

estructural entres estas dos toxinas y se tomó a GsMTx2 como templado para realizar el 

modelo estructural de GrTx 1. Estas toxinas difieren entre ellas sólo en tres de sus residuos 

localizados en el extremo carboxilo terminal. 

HnTxl ECR Y L F W GG CKTTS DCCKH LGCK FRDK Y CA W D FTFS 

GsMTx2 y e Q K w M w Te DE E R K e e E G L V e 

GrTxl y e Q K w M w Te DE E R K e e E G LV e 

RLWCKRllNM 

RLWCKKKIEW 

Figura 33. Sccucncius de toxinas homologus u GrTx 1 que uetúu sobre eunulcs de potasio, 

La estructura secundaria de GrTxl está compuesta de tres hebras (3, formadas por los 

residuos W17 á C9 (hebra [31), Ll9 a R22 ( helfra (32)}' W24:aR27 (Jiebfa [33). Lás 
.· - . . . 

hebras f32 y (33 forman una hoja anti paralela y la hebra ~i :.cruza sobre las.dos .primeras. 

Como es típico:deJ ick (o más ampliamente, el motivo idfaJbet~~-~~f~bÜizadopor cisteína, .. ··· . ··, ;. ; ; 

"Csu[:l") el enlace disulfuro establecido entre la cisteinatresy seis penetra el-anillo de 14 

miembros formado por los enlaces disulfuro CI-cry/c~-C~, que unen los péptidos CII

Q3-K4-W5-M6-W7-T8-CIII y C16-E17-G18-Ll9-V20-C21. 
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La traza del plegamiento y los tres enlaces di sulfuros delos dos péptidos se superpone 

exactamente, permitiendo una predicción espacial real de los residuos conservados (Figura 

34b). La diferencia entre GsTxl y GsMTx2 se dió claramente a>nivel de superficie y 

distribución de cargas del extremo carboxilo terminal en donde las cadenas laterales de 

Lys26, Lys27 y Lys 28 se encuentran opuestas; confirién,do)e ~al extremo carboxilo 

terminal una forma ramificada y positiva, mientras que enG~MTx2 el extremo carboxilo 

terminal se halla en una forma más compacta y principalÍnénte .hidrofóbico debido a los 

residuos no polares de isoleucina, ocasionando claramente diferencias en el potencial 

electrostático sobre esta región en cada molécula. 

Figura 3.J. u) Comparación de Ju supertfoie del modelo estructural de GrTxl con GsMTx2. b) Superposición 

de las estructuras en forma de truzus de GrTx 1 (Azul) y GMTx2 (Rojo). 

En GsMTx2, Oswald y colaboradores han idéntiflcádóuna microárea hidrofóbica (residuos 

en verde de ia figtÍra.33),roÚadb'•pÓr residuos caigados ubicada hacia el extremo amino 

terminal;Ja cúai.escohlúÍl· e"~ t6~in~~ ~orno HaTxl y se ha relacionado con el sitio de 

unión directaa canales depota~io. Además una leucina conserva en varias secuencias de 
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toxinas con esta topología y localizada dos residuos antes de la cisteína cinco la cual, 

podría estabilizar la microárea hidrofóbica y/o facilitar el plegamiento y formación de 

disulfuros. Estas características analizadas para GsMTx2 también son extrapolables a la 

taxi na GrTx 1. 

Una evaluación de la homología estructural deºGr'fxCcon Gsl\1Tx2 por~el servidor~de 

reconocimiento de plegamientos del "Imperial College of Science, Technology and 

Medicine" (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk) arrojó un valor del 87% y un 53% de homología 

estructural con Heteropodatoxina 2 (HpTx2), un péptido de 30 residuos (Id PDB:IEMX) 

de Heleropda venatoria, una araña del suborden araneommphae, que actúa tambi 

en sobre canales de potasio (Figura 35). 

Fil(ura 35. Cumpurnción <le la estructura <le GrTx 1 cun estructuras que adoptan la tupolugía <le! ICK. 

l luwcloxin-1 (1-lwTx- l ), Hanatoxina-l (1-laTx l ), y Heteropo<lutoxinn-2 (l-lpTx2). Huwetoxin-ll (l-lwTx-11) 

presentó unu topología difrenlc. 
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En la Figura 35 secmuestran Algunas estructu~as C()nia top~l~gía del ICK para las cuales 

elpatrón de enlaces disulfuro entre las cisteínas 1-IV, II-Vy III-VI es común .. No obstante 

Huwetoxin-11, un péptido insecticida aislado deJa,farántual S. huwena no presenta el 

arreglo típico de enlaces disulfuros hallados para e!lck La resolución de la estructura de 

este péptido, .considerado en el alineamiento de la Figura 31, mostró el arreglo .de 

disulfuros entre las cisteínas 1-III, II-V y IV-VI. Su alta homología a nivel de estructura 

primaria.con las toxinas EsTx-4.3 y TxPI (ver Figura 31) sugiere que elplegamiento y su 

patrón de puentes disulfuros de estas moléculas podría ser muy similar, aunque .para ellas 

hallan sido repo11ado los enlaces entre las cisteínas I-IV, II-V y II-VI. 
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VI. CONCLUSIONES 

A partir del veneno de la especie G. rosea, se logró identificar y aislar la toxina GrTxl la 

cual tuvo actividad sobre canales de potasio tipo erg y sobre canales de sodio. Estos 

canales son los responsables en en gran medida de la generación del potencial de acción. 

Las fracciones 11 a la VI, obtenidas de la filtración en gel, presentaron también actividad 

sobre los canales de sodio y potasio. Además, la fracción III presentó actividad sobre · 

canales de calcio, éstas fracciones actualmente se están estudiando y caracterizando 

algunos de sus componentes 

La diversidad de actividades sobre canales ionicos observadas en el veneno de G. rosea 

convierte a este veneno en un material de interés de estudio. 

Se obtuvo en condiciones in vitro el plegamiento de la confonnación nativa de GrTxl a 

partir de un péptido sintético y totalmente reducido, empleando buffer Tris pH 7.8 y una 

mezcla de GSH[0.5 mM]/GSSG[2 mM], con una eficiencia en la reacción de plegamiento 

del 45 %. 

De los 13 8 registros de toxinas de arañas depositadas en la base de datos el N ational 

Center ofBiological Information, NCBI (http://www.ncbi.nih.nlm.gov), 16 secuencias de 

toxinas pertenecen a la familia Theraphosidae o tarántulas. Esta estrecha disposición del 

número de éstas toxinas, impidió establecer un criterio de la relación estructura-función, 

semejante al trabajo realizado con las toxinas de alacrán o caracol de mar. 

i: .. ·.;.:,j !·. ¡ t\ r·r:.~~~:.~; ·~' 

·:--: ... :.·. ·i .. '\ rr:. ".'.-'<. 
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No obstante lo anterior, con el número de toxinas disponibles, se observó a nivel de 

estructura primaria que, en general, las toxinas de la familia Theraphosidae presenta un 

patrón de cisteínas como en las toxinas de escorpión o caracol. Mas allá de este patrón 

conservado, la similitud entre las secuencias es baja. A nivel de estfl1ctura terciaria, los 

pocos ejemplos a los que se les ha .resuelto la estrnctura tridimensional presentan la 
- - ' . ". ··- . ,, . 

topolOgía de un ~udo.e~tabilizadoyor enl.aces.distllfttros'ent.re i¡¡~ cisteín.as. 

La construcción de un modelo ·estr~dt~dt rriostró 1.in~s diferencias en· el extremo 
~-. : .',, -· - ' -· - . ·- - ' - '-. . 

carboxilo terminal con respecto atterfiplado; además de ini~roáreas características 

comunes con otras toxinas que actúan sobre canales de potasio, las cuales estarían 

involucradas en la unión al canal. 
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