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|. RESUMEN

Los canales idnicos son proteinas transmembranales importantes para mantener muchos procesos
fisioldgicos. El interés por entender cdmo trabajan y desarrollar moléculas que modulen su actividad ha
sido de gran importancia en los Ultimos afios ya que, el funcionamiento inadecuado de estas proteinas
estd asociado a patologias conocidas como canalopatias. Al respecto, el estudio del veneno de los
alacranes es de especial interés bioquimico y farmacoldgico debido a la presencia de diversos

compuestos, principalmente peptidicos, con actividad especifica sobre diferentes canales idnicos.

En este trabajo reportamos los resultados obtenidos con el veneno del alacrdn Centruroides gracilis, el
cual fue separado por diferentes técnicas cromatogréficas como: exclusién molecular, intercambio idnico
y HPLC (“High Pressure Liquid Chromatografy”). En este veneno se encontraron diferentes
componentes con actividad tdxica en insectos (grillos), asi como, un Unico componente toxico en
crustdceos (acociles), del que se identificé parte de su secuencia de aminodcidos
(VADDYECNDSEGIRG...) ¥ su masa molecular (6,947 Da). En el veneno se identificé una proteina de
45 KDa que corresponde a una enzima hialuronidasa. Por medio del andlisis protedmico del veneno de
C. gracilis, identificamos 60 componentes de naturaleza peptidica, mds de la mitad de estos componentes
son péptidos de entre 3 ¥y 5 KDa y de algunos de ellos se identificd la secuencia de aminodcidos N-
terminal. El hallazgo mds importante que se reporta en esta tesis fue la obtencidn de un componente
peptidico que mostré ser modulador de los canales de potasio humano tipo ERG3 (hERG3). Este
péptido fue caracterizado bioquimicamente, tiene una masa molecular de 4,384 Da y una secuencia N-
terminal de aminodcidos: GTNSCVNKSG... La secuencia completa se obtuvo por degradacion
automdtica de Edman y espectrometrfa de masas de los sub-péptidos de la hidrdlisis enzimdtica del
péptido nativo. El péptido, fue marcado con biotina para ser usado como sonda molecular en el estudio
de dichos canales. Los ensayos electrofisioldgicos con el péptido nativo y el péptido biotinilado,
realizados por la técnica de patch-clamp sobre células CHO (Chinese hamster ovary) que expresaban
heterologamente canales hERG3, permitieron determinar que la KD del péptido biotinilado es |7 veces
menos potente que el péptido nativo. El péptido marcado con biotina mantiene su actividad bioldgica
sobre los canales hERG3, pudiendo ser utilizado como marcador molecular en el estudio de dichos

canales.



. SUMMARY

lonic channels are membrane-spanning proteins important for maintaining many physiological processes.
The interest on understanding their structure and function, as well on developing molecules that
modulate their activities has been of great importance in recent years. The inadequate operation of
these proteins is associated to pathologies known as channalopaties. Related to this field are the studies
conducted with peptides extracted from scorpion venoms, because they contain peptides that affect
various types of ion-channels. In this work we report the results obtained with the soluble venom of the
scorpion Centruroides gracilis, which was separated by different chromatographic techniques as: molecular
weight sieving (Sephadex G-50), ion exchange resins and high performance liquid chromatografy
(HPLC). The venom of C. gracilis contains different components toxic to insects (crickets), and only one
toxic component to crustaceans (shrimp). The peptide toxic to shrimps was obtaine in pure form and its
N-terminal sequence was identified: VADDYECNDSEGIRG... It molecular weight was obtained by mass
spectrometry and shown to be 6,947 Da. This venom also has an enzyme with 45 KDa, that shows
hyaluronidase activity. Through the proteomic analysis of the soluble venom of C. gracilis at least 60
components were identified. More than half of these components are peptides with molecular weights
between 3 and 5 KDa. Some of these peptides were sequenced at their N-terminal amino acids. The
most relevant finding of this thesis was the isolation and characterization of a short peptide with 4,384
Da of molecular weight and N-terminal sequence GTNSCVNKSG... This peptide was shown to a
specific modulator of the human potassium channels ERG3 (hERG3). The structure of this peptide was
determined by Edman degradation and mass spectrometry analysis of sub-peptides obtained from
enzymatic hydrolysis of the native peptide. A sample of the peptide was labeled with biotin for using it as
a molecular probe for the study of hERG3 channels. The electrophysology assayes conducted with this
peptide showed that the labeled peptide is |7 times less powerful than the native one. The labeled
peptide maintains its biological activity on the channels hERG3, and can now be used as molecular probe

in the study of hERG3 channels.



2. INTRODUCCION

La caracterizacién funcional y molecular de la gran diversidad de canales idnicos ha sido de valioso
interés para la comunidad cientifica dada la importante funcién que realizan en la fisiologla humana.
Numerosas asociaciones han sido establecidas entre disfuncién en los canales iénicos y enfermedades.
En 1989, se describid la primera enfermedad asociada a un canal idnico, la fibrosis quistica, en la que se
encuentra mutado el gen que codifica para un canal de cloro (Rodgers et al, 2001). Desde entonces la
lista de enfermedades asociadas a la disfuncidn de estas proteinas de membrana se ha incrementado en
forma sorprendente generando asi lo que hoy conocemos como ‘“canalopatias”. En los Ultimos afios la
industria farmacéutica ha mostrado gran interés por los canales idnicos, postuldndolos como blancos
atractivos para el desarrollo de farmacos, principalmente porque estas protefnas de membrana, son a
menudo los efectores iniciales de las cascadas y los procesos de sefializacién celular, indispensables en
los procesos bioldgicos. En la Ultima década se han aislado de diferentes fuentes naturales, numerosos
compuestos con actividad en canales idnicos; éstos compuestos podrian ser utilizados en el disefio de

farmacos dirigidos a enfermedades asociadas a la disfuncién de un canal iénico.

2.1 Canales [dnicos

La historia de la biofisica de la membrana celular y el estudio de los canales iénicos se comenzd a trazar
hace un siglo. Las aportaciones resultantes revolucionaron el conocimiento en este campo, permitiendo
el desarrollo de metodologias que facilitaron la investigacion de los canales idnicos (tabla ). Hoy se
sabe que la vida de una célula depende de manera importante de la presencia de transportadores
especificos en la membrana celular. Estos transportadores permiten a la célula mantener en su citosol
ciertos solutos a concentraciones diferentes a las que estdn en el fluido extracelular y asi por ejemplo, la
célula puede ingerir nutrientes, excretar los productos residuales del metabolismo y regular las

concentraciones intracelulares de iones (Alberts et al., 1996; Karp., 2003).

Las células cuentan con dos clases principales de transportadores: las proteinas transportadoras, las
cuales tienen partes mdviles que les permiten transportar moléculas especificas a través de la membrana
y los canales iénicos, que forman un estrecho poro hidrofilico que fluctia entre estados abiertos y
cerrados y por donde se desplazan iones de forma selectiva y a favor de su gradiente electroquimico. En
general todos los canales idnicos estdn definidos por dos caracteristicas a saber: selectividad idnica vy

mecanismo de apertura y cierre (Alberts et al,, 1996).
Selectividad idnica

Los canales iénicos permiten que algunos iones puedan pasar y otros no. Esto sugiere que sus poros
deben tener una geometria interna y un ambiente quimico que limita el tipo de ién que puede pasar, de
tal manera que sdlo los iones de tamafio y carga adecuados pueden atravesarlos. Para poder pasar a

través de la parte mds estrecha del canal, los iones tienen que deshacerse de la mayor parte o de todas



las moléculas de agua que llevan asociadas; este hecho limita la velocidad médxima de paso. Asi cuando
aumenta la concentracién de un idn, su flujo a través del canal aumenta proporcionalmente hasta que se
alcanzan los niveles de saturacidon, momento en el que se llega a la velocidad médxima de transporte, la

cual en promedio llega a ser de 108 iones s-! (Alberts et al., 1996).

Los principales iones que pasan por los canales idnicos son potasio (K*), sodio (Nat), calcio (Ca*?) y
cloro (CI), sin embargo los protones (H*) también pueden pasar por algunos canales idnicos como los
ASIC (acid sensing ion channels). El idn magnesio también puede ser filtrado por el poro de varios tipos
de canales idnicos, pero es un caso especial, en parte, porque las fuertes interacciones que mantiene con
las moléculas de agua, le impiden permear fidcilmente por la mayoria de los poros idnicos.

Dependiendo del tipo de ién que pasa por el poro del canal, los canales idnicos se han nombrado de la
siguiente manera: canales idnicos de potasio, canales idnicos de sodio, canales idnicos de calcio, canales

idnicos de cloro, etc.

Mecanismo de apertura y cierre

Los canales idnicos no estdn abiertos continuamente, sino que estdn fluctuando entre un estado abierto
o cerrado. En la mayorfa de los casos el estado abierto se da en respuesta a un estimulo especffico. Los
principales tipos de estimulos que se sabe causan la apertura de los canales idnicos son cambios en el
voltaje de la membrana celular, estimulos mecanicos y la unién de ligandos. El ligando puede ser un
mediador extracelular (neurotransmisor), o un mediador intracelular como un idn o un nucledtido.
Hasta ahora se han descrito mds de 100 tipos de canales idnicos, y siguen describiéndose mds. Son
responsables de la excitabilidad eléctrica del musculo y median la mayoria de formas de sefiales
eléctricas en el sistema nervioso, por ejemplo: una célula nerviosa tipica, contiene |0 tipos diferentes o
mds de canales iénicos localizados en diferentes dominios de su membrana plasmdtica (Alberts et al,

1996).

Autor Contribucién
Julius Bernstein.

. La célula esta rodeada de una membrana aislante con una pequefia
(Bernstein, 1912).

permeabilidad selectiva a potasio.

Alan Hodgkin y Andrew Huxley.
(Hodgkin y Huxley, 1939; Hodgkin y Huxley, 1945;
Hodgkin y Huxley, 1949; Hodgkin y Huxley, 1952).

Demuestran la participacion del sodio en la excitabilidad celular y
publican la descripcidn cuantitativa de la generacidn y propagacién
del impulso nervioso en el axdn gigante de calamar.

Erwin Neher y Bert Sakmann. Desarrollaron la técnica de patch clamp, que les permitié registrar

(Neher y Sakmann, 1976; Hamill et al,, 1981). las corrientes totales en células pequefias y lo mds importante
registrar la actividad de un canal idnico.

Shosaku Numa.

(Noda et dl, 1984). Identificacién del primer ADN codificante de un canal idnico de

sodio.
Lily Jan.
(Papazian et al., 1987). Clonacién del primer canal de potasio (Shaker).
Roderick Mackinnon y Peter Agre. Descubrimiento de los canales de agua o acuoporinas vy
(Mackinnon, 1991; Heginbotham et al,, 1994; Doyle et cristalizacion del primer canal iénico, permitiendo el conocimiento
al, 1998; Kuo et al., 2003; Zhou et al, 2001). de la estructura de un canal, la selectividad del poro, la unién a

proteinas reguladoras y toxinas.

Tabla |. Sintesis histérica de las contribuciones que llevaron al conocimiento de los canales idnicos.



2.2 Canales |dnicos de Potasio

Los canales idnicos mds comunes son los permeables al K*, se encuentran presentes en todo tipo de
células, tanto excitables como no excitables. Mds de 50 genes humanos que codifican para diferentes
tipos de canales de K*, han sido clonados en los Ultimos afios, y tanto sus propiedades biofisicas, la
estequiometria de sus subunidades, el ensamblado del canal y su modulacién por segundos mensajeros vy

ligandos se ha estudiado extensamente (Shieh et al, 2000). (figura |).
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Figura 1. Avance generado en la dltima década de la clonacién de genes que codifican para diferentes canales de
potasio tanto humanos como de otras especies animales, (Shieh et al, 2000).

La clasificacion de los canales de K* se ha realizado siguiendo diferentes criterios, tradicionalmente el mds
utilizado ha sido el genético, donde de acuerdo a la analogia entre secuencias se han agrupado en
familias, sin embargo no siempre hay una correspondencia en funcionalidad. Una de las clasificaciones
mds recientes y que considera el mecanismo por el que estos canales permiten el transporte de potasio

fue hecha por Coetzee en 1999, en la que los canales de K* se catalogan de la siguiente manera (figura
2):

|) Canales de K* dependientes de voltaje (Kv), los cuales son activados por despolarizacién de la
membrana celular y se han subdividido por su mecanismo de inactivacién en: a) Canales Kv de

inactivacion rapida o tipo A y b) canales Kv de inactivacién lenta o nula (‘“delayed rectifiers").

2) Canales dependientes de la concentracidn intracelular de Ca?+, de los que se conocen dos tipos: a)

dependientes de voltaje y b) no dependientes de voltaje.



3) Canales rectificadores entrantes —Kir— (“inward rectifying”). Son canales que pueden estar abiertos
en todos los potenciales de membrana, pero que bajo condiciones experimentales se favorece el ingreso
en lugar de la salida de iones K* y por lo tanto se generan preferentemente corrientes de entrada y no
corrientes de salida. Algunos de los canales Kir se abren constitutivamente, mientras que otros requieren

estimulaciéon mediada por receptor y activacién por proteinas G.

4) Canales de fuga (“leak channels”), término asignado por la aparente carencia en el control del

mecanismo de apertura.

5) Canales activados por Na*, su apertura depende del incremento en la concentracion de Na*

intracelular.

Activados por proteinas G
o sensibles a ATP.

Rectificadores
de entrada
(kir)
e Activacion lenta o nula.
e Activacion rapida o tipo A.
Dependientes
Activados por C I .
5 concentracién
voltaje a n a e S intracelular de
cab

Dependientes o

I 6 n i COS Lr::tear;;ndientes de
de K*

De fuga (leak) Activados por

Na*

Figura 2. Clasificacién de los canales de K™ de acuerdo al mecanismo que utilizan para transportar potasio, (Coetzee y
Rudy., 2006).

En este trabajo se profundizard en un tipo de canal de potasio dependiente de voltaje por lo que a
continuacién se detallardn las caracteristicas funcionales y estructurales de estos canales. El lector
interesado puede recurrir a la revisién de Coetzee et al, 1999 para adentrarse en la descripcion
detallada de los canales de K* que no serdn mencionados en este trabajo: leak, kir, dependientes de

Ca?*, activados por sodio etc.



2.3 Canales de K™ dependientes de voltaje

Los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) son aquellos que controlan el flujo de potasio por la
membrana celular, a través de un mecanismo basado en la sensibilidad a la diferencia de potencial a
ambos lados de la membrana. La actividad de un canal dependiente del voltaje es controlada a escala de
milisegundos por dos procesos independientes: a) la activacidn que controla la dependencia del tiempo
y el potencial bajo el cual estd sometida la apertura del canal idnico en respuesta a los cambios del
potencial de membrana, y b) la inactivacion, que controla la velocidad y la intensidad con que el canal se
cierra durante una despolarizacién mantenida. Estos dos procesos aseguran que la activacién de los

canales idnicos sea rdpida, pero pasajera.

Los canales de potasio dependientes de voltaje se encuentran en diferentes tipos de células, por
ejemplo: en células excitables como las neuronas, los canales Kv determinan el potencial de reposo, la
duracién del potencial de accién, modulan la liberacién de neurotransmisores y regulan la frecuencia de
disparo (Trimmer, 1993). En el potencial de accién cardiaco distintos tipos de canales de potasio
participan en cada una de las fases. En concreto, los canales de potasio dependientes de voltaje generan
la corriente transitoria de salida y la corriente rectificadora retardada de activacion lenta que completa la
repolarizacién del potencial de accidn cardiaco (Deal et al,, 1996). En células no excitables las funciones
de estos canales son menos conocidas, ademds del mantenimiento del potencial de membrana, se ha
demostrado la participacion de estos canales en distintas vias de sefializacién implicadas en procesos de
control del volumen celular, proliferacién, activacién y apoptosis (Deutsch y Chen, 1993; Wonderlin y

Strobl, 1996; Cahalan y Chandy, 1997; Szabd et al., 2004).

En un inicio, el estudio de los canales Kv se favorecid considerablemente por las investigaciones
realizadas en mutantes de la mosca de la fruta, Drosophila melanogaster. La mutante Shaker, llamada asf
por el movimiento repetido y brusco de las extremidades de la mosca, fue encontrada en moscas que
tenfan mutado el gen que codificaba para los canales Kv (Papazian et al, 1987). El andlisis genético de la
mutante permitié identificar y aislar el gen responsable del fenotipo “shaker” y a partir de entonces
comenzd la identificacién de lo que es la familia de canales idnicos mds diversa: los canales de potasio
dependientes de voltaje. Inicialmente se clonaron cuatro genes de Drosophila que expresaban canales Kv:
Shaker, Shab, Shal y Shaw. Mas tarde los primeros genes descritos enddgenos de mamiferos que
codificaban canales Kv fueron relacionados con los encontrados en la mosca, de ahi que la subfamilia Kv|
se siga llamando Shaker y menos frecuentemente la Kv2 se relacione con Shab, Kv3 con Shal y Kv4 con
Shaw. En humanos, la mayorfa de los canales Kv descritos estdn codificados por genes diferentes,
permitiendo una marcada expresién diferencial en los diferentes tipos celulares. Actualmente en

humanos se conocen | | subfamilias de canales Kv con 38 miembros en total.

Para nombrar a los canales Kv se ha propuesto una nomenclatura sistemdtica que es ampliamente

aceptada. (Chandy et al, 1991; Chandy y Gutman., 1993; Gutman et al, 2003). Este sistema nombra a



los canales segun la estructura: Kvx.y. Donde ‘K' se refiere al canal de potasio, V' a su dependencia del
voltaje, X' es el nimero que hace referencia a la familia génica, e v’ numera los canales de cada
subfamilia en el orden conforme se han clonado. En algunos casos también se pone un identificador de

la especie a la cual pertenece el canal, por ejemplo ‘h’ para humano vy ‘r' para rata.
2.3.10rganizacidn estructural de los canales Kv

Los canales Kv se encuentran como estructuras tetraméricas que consisten de cuatro subunidades
principales llamadas subunidades alfa (a), organizadas simétricamente alrededor de un poro central por
donde permean los iones K*. Inicialmente, mediante predicciones por unién a toxinas, MacKinnon en
1991, predijo la estructura tetramérica de los canales Kv. En 1998 Doyle et al, confirmaron
experimentalmente la estructura del canal, cristalizando un canal de Kv procariota perteneciente a la

bacteria Streptomyces lividans (figura 3).

Extracelular

Intracelular

Figura 3. Estructura del canal Shaker de Streptomyces lividans Se muestran en diferentes colores cada una de las
subunidades a que forman el canal. Las subunidades estdn organizadas alrededor de un poro central, por donde
pasan los iones potasio. (Doyle et al, 1998).

En los mamiferos la subunidad o costa de un polipéptido que atraviesa seis veces la membrana celular,
una parte sustancial de la proteina, de cardcter hidrofdbico, se encuentra en la membrana en el
ambiente de la bicapa lipfdica; otra porcidn es extracelular y estd ampliamente glicosilada, y otra es
citoplasmdtica pudiendo sufrir modificaciones bioquimicas (por ejemplo, fosforilacién por diversas
quinasas) que van a regular la actividad del canal. Cada segmento embebido es designado con un
ndmero (S1-S6), el extremo amino y carboxilo del polipéptido se encuentran ubicados en el interior

celular y cada segmento esta cumpliendo una funcidn especffica; por ejemplo, se sabe que S4 actda



como sensor de voltaje y que entre S5 y S6 se encuentra el poro del canal. Junto a la subunidad a
puede o no encontrarse otra protefna conocida como subunidad f (figura 4). Cada uno de los

componentes de la subunidad a son explicados a continuacion.

Figura 4. Organizacion estructural de un canal Kv de mamifero. A) La subunidad a estd formada de 6 segmentos
transmembranales (S1-56). Entre el segmento S5 y Sé se encuentra el poro del canal (P). El segmento S4 actia como
sensor de voltaje. Los extremos amino y carboxilo se ubican en el citoplasma. En el extremo N-terminal de la subunidad
a, puede encontrarse anclada otra subunidad llamada B. B) El canal Kv completo estd formado de 4 subunidades
a organizadas alrededor del poro del canal, (Snyders et al,, 1999).

2.3.1.1 Filtro de selectividad

A pesar de la gran diversidad en la secuencia de aminodcidos en los segmentos transmembranales y los
extremos N- y C- terminales de los diferentes canales Kv, todos ellos tienen una regién de |9
aminodcidos conservada, llamada regién poro (P) o segmento H5. Dentro de esta regidn y cerca de la
boca extracelular del poro se encuentra un motivo de tres aminodcidos, Gly-Tyr(Phe)-Gly, encargado de
distinguir entre los diferentes tipos de iones que pudieran difundir por el canal (Aggarwal y MacKinnon,
1996; Papazian et al, 1991) (figura 5). Se ha observado que mutaciones en esta secuencia provocan la

pérdida de selectividad del canal por el ién K+ (Heginbotham et al, 1994; Aiyar et al,, 1996).
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Figura 5. Filtro de selectividad de los canales Kv. A) alineamiento de los segmentos S5- P-S6 de diferentes canales de
K*. En fondo rojo se resalta un motivo con la secuencia Gly-Tyr(Phe)-Gly importante en el reconocimiento del ién que
permea por el canal. B) posicién de este motivo en el poro del canal Shaker, (Doyle et al,, 1998).



2.3.1.2 Sensor de voltaje y mecanismo de apertura

Durante la despolarizacion de la membrana celular tiene lugar un cambio en la conformacién estructural
de los canales idnicos Kv que favorece la apertura del poro del canal de estos canales. El andlisis de la
secuencia primaria de las subunidades a reveld que el segmento S4 tiene una alta densidad de residuos
cargados positivamente (Lys/Arg), espaciados cada tercer residuo por aminodcidos hidrofébicos (figura
6). El movimiento de este segmento ante cambios de potencial en la membrana, es la base de la
sensibilidad al voltaje de estos canales, hecho que le ha valido a este segmento el nombre de sensor de
voltaje. Sin embargo, ademds del sensor de voltaje, existen otras regiones de la subunidad a que
también estdn involucradas en cambios conformacionales del canal debidos a fluctuaciones en el voltaje,
por ejemplo: la presencia de aminodcidos dcidos en el segmento S2, v en el segmento S5 (Seoh et al,

1996; Minor et al,, 2000).

362 368 371 374 377

Canalesde K~
Shaker R R R K R
Shab R R R K R
Shaw S R R K R
Shal R R R K R

Figura 6. Alineamiento de una regién del segmento S4 de diferentes canales Kv. En la secuencia se observa la
presencia cada tres aminodcidos de residuos cargados positivamente que dan a este segmento la caracteristica de sensor
de voltaje.

Como se ha mencionado, el segmento S4 actia como sensor de voltaje ¥ su movimiento provocado
por un cambio en el potencial de membrana es el responsable del cambio conformacional que causa la
apertura del canal (figura 7). En este proceso existe una corriente previa a la conduccién de iones por
parte del canal, llamada corriente de apertura (“‘gating current”), la cual se relaciona con el movimiento
de cargas propias del canal durante la apertura. Existen evidencias del movimiento de S4 hacia el
exterior durante la despolarizacién de la membrana (Larsson et al, 1995; Yusaf et al,, 1996; Baker et al,
1998). Sin embargo, el entorno proteico en el que se mueve este segmento, su interaccién con lipidos, o

las interacciones entre S4 y el resto de segmentos transmembrana siguen siendo motivo de discusion.



cerrado abierto

External

Figurara 7. Esquema del movimiento del sensor de voltaje (S4) durante la apertura de los canales Kv. Las lineas grises
representan la membrana celular, en color rojo se muestra el sensor de voltaje. Durante el estado cerrado (figura
izquierda) el segmento S4 se encuentra orientado al interior de la membrana celular, mientras que en el estado abierto
(figura derecha) el segmento S4 es desplazado hacia el exterior celular, en este movimiento los segmentos S5 y S6 se
reorientan favoreciéndose la apertura del canal de potasio, (Jiang et al, 2003).

2.3.1.3 Mecanismo de inactivacion

Como respuesta a una despolarizacién prolongada de membrana los canales de potasio dependientes
de voltaje restringen el movimiento de iones a través del poro mediante el proceso de inactivacién. En
estos canales se distinguen dos tipos de inactivacion, tipo N vy tipo C. Mientras que la inactivacién tipo N

ocurre en los primeros milisegundos después de la apertura, la inactivacién tipo C es mas lenta.
Inactivacién tipo N

En las primeras aproximaciones al estudio de la inactivacion tipo N que se dio tanto en canales de Na*
como de K*, se vio que ésta podia ser eliminada por accién de proteasas en el lado intracelular, que era
mimetizada por derivados del tetraetilamonio (TEA) y que tenfa cierta dependencia de voltaje. Estos
primeros estudios desembocaron a finales de los afios setenta en el modelo de “bola y cadena”
(Armstrong y Bezanilla, 1977). Segin este modelo la inactivacién se produce por la existencia de una
bola de inactivacidon que bloquea el canal por la parte interna del poro (Figura 8). El dominio de
inactivacion de los canales Kv se encuentra en los primeros veinte aminodcidos del extremo N terminal

de la subunidad a y en las subunidades  reguladoras.
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Figura 8. Inactivacion tipo N de los canales Kv. Este tipo de inactivacion estd explicada por el modelo de “bola y
cadena” en la que, una secuencia de 20 aminodcidos flexible ocluye intracelularmente el poro del canal, (Kukuljan et al,
[995).

Inactivacién tipo C

La inactivacién tipo C, ademds de ser mds lenta que la tipo N, se origina por cambios conformacionales
en la parte externa del poro tal como se representa en la figura 9 (Yellen et al, 1994; Liu et al,, 1996). La
inactivacion depende de la ocupacién de un lugar de unién para iones potasio en la parte externa al
poro, de tal forma que este sitio ha de quedar libre para que la inactivacién proceda. El aumento de la
concentracion extracelular de potasio o la presencia de TEA disminuyen este tipo de inactivacién ya que
en ambas condiciones existe una unidn al lugar externo que estabiliza la salida de potasio. Se considera
pues, que el filtro de seleccidn actia también como una compuerta con distintas conformaciones y que
el sitio externo de unidn al potasio favorece la no inactivaciéon del canal (Yellen, 1998; Berneche y Roux,

2005).

Cerrado Abierto Inactivacion tipo C

Extracelular

Intracelular

Figura 9. Inactivacion tipo C de los canales Kv. Un cambio conformacional en la parte externa del poro del canal
impide la fluctuacién de iones al interior celular, (Kukulian et al, 1995).



2.3.1.4 Subunidades auxiliares de los canales Kv

Junto a la subunidad a, puede o no encontrarse otra proteina conocida como subunidad B, la cual se
encuentra ubicada en el citoplasma celular (figura 10). Las consecuencias funcionales del co-ensamble de
una subunidad B a una subunidad a son varias, por ejemplo; la subunidad f puede interaccionar con
diferentes moduladores como Caz*, GMPc, AMPc y ATP, modificando las caracteristicas eléctricas de la
subunidad a confiriéndoles a ciertos canales Kv una inactivacién rdpida (Coetzee et al, 1999; Tamargo et
al, 2003; Tamargo et al, 2004). También se ha propuesto que la subunidad B podria estar

incrementando la localizacién de la subunidad a en la membrana celular (Pongs et al., 1999).

intracedular

Figura 10. Ubicacién de la subunidad f en los canales Kv. A) Representacion de la subunidad B co-ensamblada al
extremo N-terminal de la subunidad a. B) Ensamble tetramérico de la subunidad o como proteina integral de

membrana asociada por la parte intracelular a una subunidad B bajo una relacién estequiométrica I:1, (Pongs et dl,
1999).

2.4 Canales Kv tipo ERG

A principios de los afios noventa se identificd en mutantes de la mosca Drosophiila una nueva familia de
canales de potasio dependientes de voltaje a la que se llamd EAG (figura | 1). Las mutantes mostraban
un defecto en un tipo de canal de potasio cuyo fenotipo implicaba el temblor de las extremidades de la
mosca, efecto parecido al provocado por el éter, razén por la cual, el canal responsable de dicho
fenotipo se llamé ether-a-go-go (EAG), (Drysdale et al, 1991; Warmke et al,, 1991). La identificacién de
este canal llevd a una busqueda de canales relacionados y actualmente la familia EAG estd formada de

tres subfamilias: EAG, ERG (Ether a-go-go related gene) vy ELK (ether a-go-go like K+ channel).
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Figura 11. Arbol filogenético de la familia de canales de potasio dependientes de voltaje. En paréntesis se muestra el
nombre alternativo del correspondiente canal Kv, seguido del cromosoma en el que se localiza el gen del canal.

Estd tesis estd enfocada en uno de los miembros de la familia EAG: los canales ERG, por lo que se

detallaran algunas de sus caracteristicas a continuacion.

Los canales ERG al igual que los otros miembros de la familia de canales Kv son tetrdmeros formados de
4 subunidades o organizadas alrededor de un poro central. Las diferencias que los distinguen del resto
de los canales Kv son bdsicamente 3: I) el tamafio de su segmento S5-P es mds grande, 2) son
rectificadores entrantes, es decir, limitan la salida de potasio a potenciales despolarizados y 3) tienen un

sitio de unidén a nucledtidos ciclicos. Diferencias explicadas a continuacién:



I) El asa S5-P de los canales hERG tiene una longitud de aproximadamente 40 residuos aminoacidicos
contra 10-15 de los otros canales de K+ dependientes de voltaje (figura 12). Esta regién juega un papel
importante en la funcidn del canal, mutaciones hechas en el centro del asa S5-P modifican la inactivacion
y seleccidn idnica del canal, sugiriéndose que esta regidn interacciona con la regidn externa del poro del

canal, participando en los procesos de inactivacién y seleccién iénica (Dun et al, 1999; Torres et dl,

2003, b).
o
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Figura 2. Comparacién de la secuencia de aminodcidos del segmento S5-P-hélice de tres diferentes canales de K*
dependientes de voltaje. A) Esquema de la subunidad e de un canal ERG, la zona remarcada se sefiala en la secuencia
de abajo, donde la parte negra corresponde al asa S5-P y la regidn sombreada sefiala parte de las asas extracelulares.

B) Secuencia de aminodcidos que hacen que hacen que el asa S5-P de los canales ERG sea mds grande que la de otros
canales Ky, (Torres et al, 2003b).

2) La rectificacion entrante es debida a una rdpida inactivacion y no estd acoplada al cierre ni a la
apertura del canal. Los rectificadores entrantes son un tipo de canales de potasio que conducen
preferentemente corrientes entrantes de potasio a voltajes negativos cercanos al potencial de equilibrio
del potasio. A voltajes despolarizados estos canales se cierran y asf ayudan a mantener el potencial de

reposo (Coetzee et al, 1999; Mitcheson y Perry, 2003; Tamargo et al., 2003; Alexander et al,, 2007).

3) Cuenta con un dominio de unién a nucledtidos ciclicos en la regién C- terminal (Warmke y Ganetzky
1994). Se ha propuesto que la expresion del canal en la membrana celular depende de la presencia de
este dominio de unidén a nucledtidos ciclicos, pues mutaciones en este dominio o la ausencia total

conlleva a la disminucidn de la expresién del canal en la membrana celular (Akhavan et al., 2003).



En los humanos hasta ahora se conocen tres subtipos de canales ERG, nombrados hERGI, hERG2 vy
hERGS3. El mejor estudiado ha sido hERGI, muchos investigadores han centrado su atencién en conocer
como se modula este canal dado el importante papel que tiene en el corazén donde se sabe son los
responsables de mantener el potencial de accidn cardiaco en reposo. Cualquier factor que incremente la
duracién del potencial de accidon como puede ser una mutacién en los canales hERG se manifiesta con
una prolongacién del intervalo QT del electrocardiograma, conllevando al padecimiento de arritmias
cardiacas, enfermedad conocida como Sindrome de QT largo. Ademds estos canales han resultado ser
blanco de fadrmacos como antiarritmicos, antihistaminicos y antibidticos que bloquean sus corrientes de
K* v causan el sindrome de QT largo adquirido (Vandenberg 2001). Incluso, algunos medicamentos han
sido retirados del mercado en diferentes paises por este indeseable efecto (p. Ej. Astemizol, cisaprida,

entre otros).

Se ha propuesto que la interaccién del canal con los diferentes farmacos se debe a su estructura
molecular. La mayorfa de los canales que transportan el idn K* tienen en la a-hélice del segmento Sé
dos prolinas, inclinadas hacia el poro del canal, disminuyendo su lumen, pero el canal ERG carece de las
prolinas, lo que hace que esta regién del poro sea mds amplia, facilitando su exposicidn a grandes
moléculas. Por el contrario, tiene dos residuos aromdticos (tirosina y fenilalanina) que facilitan enlaces

con moléculas aromdticas presentes en diversos farmacos capaces de bloquear el canal.

En la siguiente tabla se sefialan algunos firmacos de uso frecuente que han sido asociados a la
prolongacién del intervalo QT (Roden DM., 2004; Viskin S. et al., 2003; www.gtdrugs.org). Es importante
considerarlos porque muchos de ellos son administrados de manera crénica sin saber sobre los efectos

secundarios que pueden estar causando.

Sotalol,  amioderona,  disopiramida, = dobutamina,
Fdrmacos de aplicacién cardiolégica dopamina, flecainida, ibutilide, efedrina, norepinefrina,
quinidina, amirinona.

Amitriptilina, hidrato de cloral, citalopram,
cloropromazina, doxepina, droperidol,  fluoxetina,

Fdrmacos de aplicacion neuropsiquidtrica haloperidol, imipramina, litio, metadona, metifenidrato,
paroxetina,  otanzapina,  risperidona,  tioridazina,
ketanserina.

Cisaprida, domperidona, octredtida, ondansetrdn,

Fdrmacos de aplicacién gastroenteroldgica : . .
sibutramina, droperidol.

Azitromicina, Ciprofloxacina, Claritromicina, eritromicina,
Fdrmacos antimicrobianos clindamicina, levofloxacina, moxifloxacina, ofloxacina,
trimetroprim-sulfametoxazol.

Tabla 2. Fdrmacos que prolongan el intervalo QT. Medeiros-Domingo et al, 2007

Otro factor que ha causado impacto en el estudio de estos canales, es su relacién con el ciclo celular,
sugiriéndose su posible uso como marcadores moleculares en el diagndstico y blancos terapéuticos en el

tratamiento del cdncer. Por ejemplo, se han encontrado transcritos de la isoforma | del canal hERG en



diferentes lineas celulares de tumores, como neuroblastoma, adenocarcinoma de glandula mamaria,

leucemia monobléstica, entre otras (Arcangeli et al,, 1995 y Bianchi et al., 1998).

Las otras dos isoformas de canales ERG fueron encontradas por primera vez por clonacidon de cDNA de
ganglios cervicales superiores de rata (Shi et al, 1997). Ambos canales se expresan principalmente en
tejido neuronal en contraste con la expresién de ERGI, la cual se encuentra en un amplio rango de
tejidos, principalmente corazén, pero también retina, intestino delgado y por supuesto SNC (Shi et al,

|997; Saganich et al., 2001; Papa et al,, 2003).

El papel fisioldgico de los canales ERG en el SNC es incierto; el bloqueo de la corriente de estos canales
en una linea celular de ganglios de la raiz dorsal de rata resulté en un incremento en la excitabilidad
celular ante un estimulo mantenido de depolarizacién (Chiesa et al, 1997), sugiriendo que los canales

ERG contribuyen en el control de la excitabilidad neuronal.

Recientemente, los canales ERG2 y ERG3 también se han encontrado en érganos como el pancreas,

particularmente en las células 3, contribuyendo en la secrecion de insulina (Mihlbauer et al., 2007)

Pocos son los trabajos que reportan el papel fisioldgico de la isoforma 3 de los canales ERG, uno de los
mds recientes, publicado en 2008 por un grupo canadiense muestra que los canales ERG3 se encuentran
presentes en células intersticiales de Cajal (ICC), las cuales actlan como marcapasos del intestino,
contribuyendo en los movimientos ritmicos del peristaltismo. En su investigacidn, este grupo utilizé un
farmaco antiarritmico (E-4013) a diferentes concentraciones para estudiar las corrientes de potasio de
los canales ERG en el intestino, observando que la isoforma 3 es importante y la Unica que mantiene el

potencial de membrana en reposo de las células ICC (White et al,, 2008).

Mucha de la informacién estructural y fisioldgica que se conoce de los canales ERGI, ha sido en parte,
resultado del uso de moléculas de diferente origen que tienen como receptor a estos canales. Sin
embargo, poca informacién de las isoformas ERG2 y ERG3 se conoce hasta ahora, se sabe que estos
dos subtipos se expresan en el SNC, pero cdmo contribuyen especificamente en su actividad sigue
siendo desconocido. Por esto se hace una necesidad recurrente contar con moléculas que faciliten el
estudio biofisico de cada isoforma. Considerando que algunas de las moléculas con las que se cuenta
para estudiar a estos canales se han obtenido de diferentes fuentes naturales, el veneno de diferentes

animales ponzofiosos es una opcidn en la busqueda de estas moléculas.



2.5 Fuentes naturales de moléculas con actividad en canales idnicos

A lo largo de la evolucidn diferentes especies animales han desarrollado mecanismos fisiolégicos que les
han permitido la sobrevivencia. Uno de los mecanismos mas sofisticados y especificos lo constituyen las
toxinas, compuestos presentes en el veneno de animales como alacranes, viboras, arafias, abejas, y

anémonas.

Histéricamente el estudio de la composicidon del veneno de estos animales, comenzd con el interés de
encontrar los componentes responsables del dafio fisico y letal causado al hombre, con el fin de
contrarrestar su toxicidad. Hoy se sabe que el veneno de estos animales ponzofiosos es una mezcla de
proteinas, péptidos, carbohidratos, nucledsidos, cationes metdlicos, como sodio, calcio y zinc y una gran
cantidad de aminodcidos libres y lipidos. Las proteinas y péptidos comprenden el 90-95 % del peso
seco del veneno. En su mayoria las proteinas son enzimas, por ejemplo; fosfolipasas, fosfodiesterasas,
fosfomonoesterasas, oxidasas de L-aminodcidos, acetilcolinesterasas, hialuronidasas y enzimas
proteoliticas. Los componentes téxicos corresponden a la parte peptidica del veneno y pueden tener

efecto neurotdxico, citotdxico, miotdxico y/o cardiotdxico (Dias da Silva y Kipnis, 2001).

2.5.1 Alacranes

Existen cerca de 1500 especies diferentes de alacranes en todo el mundo, su veneno es una mezcla rica
de toxinas que afectan las funciones de diferentes canales idnicos tanto de células excitables como no
excitables (Zhijian et al, 2006). Se ha propuesto la existencia de cerca de 100,000 péptidos diferentes
con diversa actividad bioldgica en estas 1500 especies, (Possani et al, 2000, Rodriguez de la Vega vy
Possani 2005, Srinivasan et al,, 2002), sin embargo sélo cerca de 400 péptidos (0.4 %) del total han sido
identificados (http://sdmc.i2r.a-star.edu.sg/scorpion/). La caracterizacidn bioquimica que se ha hecho de
estos péptidos indica semejanzas en cuanto a sus estructura terciaria, sin embargo poseen actividades

bioldgicas particulares (Zhu et al., 2004).

Para su estudio estas toxinas han sido clasificadas en diferentes familias en base a criterios como: 1)
especificidad en diferentes animales (mamiferos, insectos y crustdceos); 2) receptores sobre los que
actdan (Nat*, K*, CI, Caz*); 3)longitud de su estructura primaria (cadenas cortas y largas); 4) presencia de
puentes disulfuro; 5) mecanismo de accién (neurotoxinas y citotoxinas) y 6) sitio de unién a su receptor

(toxinas tipo a o B).

Las toxinas que actian sobre canales de K* son péptidos de cadena corta, de 20 a 70 aminodcidos
estabilizados por 3 o 4 puentes disulfuro (Rodriguez de la Vega y Possani, 2004), los cuales en los

venenos de los alacranes de la familia Buthidae se encuentran en baja concentracién representando en el



veneno crudo el menor componente en un orden de 0.05 a 0.1 % (Legros y Martin-Eauclaire, 1997), v

presentan especificidad sobre las diferentes subfamilias de canales de potasio.

La primera toxina de alacrdn identificada con actividad en canales de K* fue la noxiustoxina también
conocida como NTX (Possani et al, 1982). Desde entonces cerca de 140 estructuras primarias de
toxinas de K* y sus mecanismos farmacoldgicos han sido descritos (Cassulini, 2008; Corona et al., 2002).
Las toxinas de K* han sido clasificadas en 4 familias: a-KTx, B-KTx, y-KTx y kappa-KTx (Tytgat et al,
1999; Nirthanan et al,, 2005).

Dentro de la familia y-KTx, se encuentran las toxinas bloqueadoras de canales de potasio tipo ERG.
Actualmente se conocen mds de 20 toxinas diferentes, sin embargo no todas ellas han sido
caracterizadas bioquimica y/o farmacoldgicamente, la mayorfa se han conocido por clonacién de cDNA
de un macerado de glandulas de diferentes alacranes del género Centruroides (Rodriguez de la Vega y

Possani 2004).

La contribucién creciente de numerosos grupos de investigadores en el estudio de asilamiento,
purificacidn y caracterizacion bioquimica y farmacoldgica de las mds diversas toxinas a partir de
secreciones venenosas y cuerpo integros de especies tdxicas, permitird: definir en gran medida su
significacion funcional en la ecofisiologia de las respectivas especies, esclarecer en gran parte los procesos
fisioldgicos sujetos a la accidn de receptores y canales sobre todo en los vertebrados y analizar su

utilizacién potencial en el diagndstico y tratamiento de enfermedades en beneficio de la humanidad.

Por ejemplo, actualmente la forma sintética de la toxina w-conotoxina, péptido aislado del veneno del
caracol marino conus magus es utilizada como farmaco para calmar el dolor crénico. Otro ejemplo ha
sido el uso de toxinas con acciones especificas sobre canales idnicos que han contribuido notablemente
al conocimiento biofisico y farmacoldgico de los canales. Por ejemplo; la noxiustoxina (NTX) obtenida a
partir del veneno del escorpidn mexicano ha sido utilizada en la preparacién de columnas de afinidad
con el objetivo de aislar canales de Kt de membranas axdnicas de calamar, lo cual ha permitido el

estudio de pardmetros biofisicos del canal de K* (Prestipino et al., 1989).



3. ANTECEDENTES

La primera toxina caracterizada bioquimicamente con actividad en canales de potasio tipo ERG se
purificé a partir del veneno del alacrdn Centruroides noxius. Esta toxina nombrada ErgTx es un péptido de
42 aminodcidos, con cuatro puentes disulfuro y de 4,757 Da (Gurrola et al., 1999). Su estructura 3D fue
resuelta por NRM, plantedndose una estructura terciaria tipica de las toxinas bloqueadoras de canales de
K* (figura 13), en las que la estructura estd definida por la presencia de cisteinas que estabilizan un
motivo a/f, en el que dos puentes disulfuro ligan covalentemente un segmento de la cadena a-hélice
con una de las tres hojas (-plegadas presentes en estas toxinas (Torres et al, 2003, a; Frénal et al,

2004).

Figura 13. Estructura terciaria de la toxina ErgTx. La estructura comienza con un extremo N-terminal flexible que
involucra los aminodcidos 3-7, se continla con la primera hoja B-antiparalela que es corta y estd formada por los
residuos 14-15, en seguida se encuentra una o-hélice formada por los residuos |8-27 y finalmente se encuentran otras
dos hojas B-antiparalelas definidas por los residuos 32-35 y 39-41, (Torres et al, 2003a).

Una caracteristica notable en la estructura de ErgTx es la presencia de un gran parche hidrofdbico,
ubicado sobre las hojas p-plegadas y definido por residuos aromdticos como; KI3, Y14, Y16, Y17, F36y
K38 y la presencia de un parche hidrofilico ubicado sobre la a-hélice formado por aminodcidos dcidos
como; DI, D3, D7, 54, K8, R2 y RI0. Se ha propuesto que estas regiones en la toxina son importantes

en la interaccién (parche hidrofdbico) y orientacién de la toxina sobre el canal (parche hidrofilico).

Diferentes trabajos han elucidado la regidn de interaccién del canal con la toxina, en el afio 2002 Pardo-
Ldpez et al, trabajaron con quimeras del canal hERG y observaron que la interaccién de la toxina se da
con la regidn S5-P del canal (figura 14). Cambios puntuales de aminodcidos por cisteinas en la regidn S5-

P permitieron identificar la importancia de 3 residuos: W585, G590 e 1593 y un residuo en la regién P-



Sé: P632 para el bloqueo de la corriente de potasio por la toxina (Pardo-Lépez et al., 2002b), (Figura
I5).

Control
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Figura |4. Efecto de la toxina ErgTx sobre una quimera del canal hERG. A) Representacién del disefio de la quimera,
en negro se resalta la parte que corresponde al canal hERG, en linea suave se muestra la regién que corresponde al
canal EAG (S1, S2, S3, S4 y parte del S5). B) Registros electrofisioldgicos realizados con 100 Ug de la toxina ErgTx. La
corriente de la quimera es bloqueada por la toxina reversiblemente, sugiriéndose que la regién de interaccién de la
toxina se da con parte del segmento S5-P-S6. (Pardo-Lépez et al, 2002a).
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Figura 15. Comparacién de la composicion de aminodcidos del segmento S5-P y P-56 de las tres diferentes isoformas
de canales hERG y rERG. En fondo negro se muestran los aminodcidos importantes en la interaccién de ErgTx y el canal
hERG, los cuales son: W585, G590 e 1593 y estdn ubicados en el segmento S5-P y el aminodcido P632 ubicado en el
segmento P-S6, (Restano-Cassulini et al, 2006).



Mediante estudios de dicroismo circular, se determind que la estabilidad de la a-hélice anfipdtica de los
canales ERG disminuye con el incremento de temperatura de 22 °C a 37 °C, bajo estas condiciones se
determind la KD de ErgTx observdndose un incremento de 7.3 nM a 22 °C hasta 64 nM a 37 °C (es
decir la afinidad disminufa mientras la temperatura se incrementaba) y la proporcién de los eventos de
enlace que conducen al bloqueo del canal descendian del 70 9% al 40 9% sobre estos rangos de
temperatura respectivamente, (Hill et al,, 2007). Los resultados de este trabajo sugieren también que la

interaccién de la toxina ErgTx con el canal ERG estd dada en la regién S5-P del canal.

Actualmente el ndmero de toxinas que forman parte de la familia y-KTx se ha incrementado
considerablemente, algunas de estas toxinas han sido caracterizadas bioquimica y fisioldgicamente a
partir del veneno de diferentes alacranes, principalmente del género Centruroides. Los ejemplos mds
recientes son Cekrg4 y Cekrg5 aisladas del veneno de C. elegans (Restano-Cassulini et al, 2008), otras
han sido identificadas por clonacién de cDNA del veneno de diferentes alacranes del género

Centruroides (Corona et al,, 2002).

Datos recientes no publicados de nuestro laboratorio efectuados con veneno del alacrdn C. gracilis
colectados en el estado de Puebla (Venustiano Carranza) han demostrado que este veneno tienen
componentes que afectan los canales hERGI, hERG2 y hERG3, como se indica en la tabla 3 abajo,

(Restano-Cassulini, Cézares-Orddéfiez, Gurrola y Possani - datos no publicados).

rERGI rERG2 rERG3  hERGI hERG2 hERG3
(@)
" 50% de bloqueo Bloque lento del 80%
QL . Blogueo total,
c £ con total con recuperacién No No No
e £ . . rdpido vy
9 recuperacion de la lenta e incompleta, efecto  efecto  efecto _
L . reversible
corriente 60%.

Tabla 3. Efecto electrofisiolégico de la fraccién 20-30 min. de HPLC de veneno de C. gracilis sobre las diferentes
isoformas de canales ERG tanto de rata (r) como de humano (h). La fraccién se probé a una concentracién de 30
s mL'sobre células CHO que expresaban cada uno de los tres subtipos de canales ERG.



4, HIPOTESIS

El veneno de los alacranes del género Centruroides contiene péptidos bloqueadores reversibles de las
corrientes de Kt de los canales hERGI. Un estudio preliminar de nuestro laboratorio, mostré que el
veneno del alacrdn C. gracilis ademds, tiene actividad reversible sobre la isoforma hERG3, con base en
este estudio, consideramos posible purificar el (los) componente (s) responsable (s) del bloqueo de los

canales hERG3.

5. OBJETIVO GENERAL

Analizar bioguimicamente los componentes del veneno del alacrdn C  gracilis, enfocandonos
principalmente en el (los) componente (s) que tengan actividad sobre el canal de potasio hERG3 y

marcarlo para ser utilizado como sonda molecular.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

|. Purificar el veneno del alacran C. gracilis por diferentes técnicas cromatograficas

2. Caracterizar bioquimicamente los principales componentes del veneno del alacran C. gracils.

3. Caracterizar toxicolégicamente el veneno del alacrdn C. gracilis contra tres organismos
diferentes: mamiferos (ratones), insectos (grillos), crustdceos (acociles).

4. Aislar del veneno del alacrdan C. gracilis el (los) componente (s) que bloquea la corriente de K+
de los canales hERG3, mediante diferentes tipos de cromatograffa.

5. Marcar el (los) componente (s) que bloquea la corriente de K* de los canales hERG3 con un
derivado de biotina (Biotina-7-NHS).

6. Evaluar la actividad bioldgica del componente marcado mediante la técnica de patch-clamp.

7. Utilizar el (los) componente (s) marcado (s) como marcador (es) molecular (es) para el estudio

de los canales hERG3, por ejemplo su distribucidn en un tejido u dérgano.



7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El siguiente diagrama muestra de manera general el esquema de trabajo propuesto para cubrir los
objetivos planteados en el proyecto. En el apartado de materiales y métodos se desarrollan las técnicas

planteadas en este diagrama.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Obtencidn de veneno

Los alacranes de los cuales se obtuvo el veneno para el desarrollo de este proyecto, como he
mencionado anteriormente provinieron del municipio de Venustiano Carranza, ubicado al noreste del
Estado de Puebla. En el laboratorio los alacranes se mantuvieron de manera individual en cajas pldsticas y

su alimentacién se basd en insectos (grillos) y agua.

El veneno se extrajo por estimulacidn eléctrica del telson (Ultimo segmento de la cola del alacrdn). El
fluido extraido se resuspendid en agua tetradestilada hasta quedar totalmente disuelto y se centrifugd a
4000 rpm durante |5 minutos a 4 °C. La parte soluble se separd y se cuantificd por absorbancia a 280
nm (una unidad de absorbancia equivale a una concentracién de | mg-mL' de proteina), finalmente se

liofilizd y almacend a -20 °C hasta su uso.

8.2 Purificacidon del veneno

La purificacidn del veneno se realizd mediante el uso de tres tipos de cromatografia: |) exclusion
molecular, 2) intercambio idnico, y 3) cromatografia liquida de alta presién (HPLC, “High pressure liquid

chromatography").
) Cromatografia de exclusion molecular

Se utilizé una columna de vidrio de 2 m de altura x 0.9 cm de didmetro, empacada con Sephadex G50
y equilibrada con 20 mM de acetato de amonio pH 4.7. La elusién se hizo a un flujo de 25 mL hora .
utilizando un volumen final de 200 mL de 20 mM de acetato de amonio pH 4.7. El eluato fue colectado

en fracciones de dos mililitros y éstas fueron cuantificadas por absorbancia a 280 nm.
Cromatograffa de intercambio idnico

Se utilizd una columna de vidrio de 30 cm de alto x 0.9 cm de didmetro, empacada con un
intercambiador catidnico, carboximetilcelulosa (CMC), y equilibrada en buffer de acetato de amonio 20
mM, pH 4.7 (solucién A). La muestra resuspendida en solucién A se aplicé en la columna y se eluyd
utilizando un gradiente lineal de 0 a 0.5 M de NaCl en solucidén A. La elucién se hizo a un flujo de 25
mL-hora!, utilizando un volumen final de 500 mL (250 mL de buffer A'y 250 mL de 0.5 M de NaCl en
solucion A). Al final la columna se eluyd con 50 mL de | M de NaCl en solucion A. El eluato se colectd

cada 2.5 mL y se cuantificé por absorbancia a 280 nm.



2) HPLC de fase reversa

Se utilizaron dos equipos: HPLC semipreparativo Waters 600E y HPLC analitico Waters 600. Para el
HPLC semipreparativo se utilizé una columna C18 semipreparativa de fase reversa Vydac (Hysperia, CA,
USA), mientras que para el HPLC analitico se utilizd una columna CI8 analitica de fase reversa Vydac
(Hysperia, CA, USA). La separacién de las muestras se hizo utilizando diferentes gradientes de solucidn

A'y de solucién B.
Solucién A: agua tetradestilada + 0.12 9% de dcido trifluoroacético
Solucidn B: acetonitrilo + 0.1% de dcido trifluoroacético

El eluato se colectd en base al perfil cromatogréfico, el que fue graficado automdticamente en un
graficador Waters 745B data module para el HPLC semipreparativo y un graficador Beckman 427
integrator para el HPLC analitico. Las muestras se secaron (SAVANT Speed Vac SCI10) y almacenaron

hasta su uso.

8.3 Ensayos de toxicidad

a) Insectos

Los ensayos de toxicidad se realizaron en grillos Acheta domestica, la dosis administrada fue de 30 pg de
muestra por grillo (tres insectos por muestra), en un volumen de 30 PL de agua. La inyeccidn se realizo
entre el tercer y cuarto segmento abdominal y los animales se mantuvieron en observacién durante |2

hrs. Se inyectd agua como control negativo.
b) Crustdceos

La toxicidad se ensayd en acociles colectados en la laguna el Texcal Jiutepec, Morelos. La dosis
administrada fue 30 pg de muestra por acocil (tres acociles por muestra), en un volumen de 30 YL de
agua. La inyeccidn se realizo entre el tercer y cuarto segmento abdominal y los animales se mantuvieron

en observacién durante |2 hrs. Se inyecté agua como control negativo.
c) Mamiferos

Las pruebas de toxicidad se hicieron en ratones cepa CDI de sexo indistinto y de 20 g de peso
proporcionados por el Bioterio-IBT. Se administraron intraperitonealmente 100 pg de proteina por
animal en un volumen de 100 pL de agua (un animal por muestra). Los ratones se mantuvieron en

observacién durante |2 h. Se inyectd agua como control negativo.



8.4 Actividad Enzimatica (hialuronidasa)

La actividad enzimdtica hialuronidasa se determind utilizando dos métodos diferentes: |) protocolo

descrito por Di Ferrante, 1955 y 2) protocolo descrito por Cevallos et al, 1992,
- Protocolo |: Método turbidimétrico

Se prepararon dos soluciones, |) dcido hialurdnico a una concentracidon de 0.4 mg mL-! en buffer de
100 mM de fosfato de sodio pH 5.8 conteniendo 150 mM de NaCl y 2) hexadecilpiridino al 10 % en
agua tetradestilada. La cantidad de proteina ensayada fue de 4 [g para el caso de veneno y 2 Ug o

menos de fraccidén de veneno purificado. Cada una de las muestras se trabajé por duplicado.

Se puso en un tubo de ensayo la muestra en un volumen final de 50 L de solucién amortiguadora de
fosfatos, se adicionaron 50 YL de la solucién de acido hialurdnico, se mezclaron y se dejaron incubando
a temperatura ambiente durante 20 min. Posterior a este tiempo la actividad enzimdtica se detuvo
calentando en bafio Marfa durante 5 min. El tubo se enfrié a temperatura ambiente y se le adicionaron
250 pL de hexadecilpiridino al 10 %, el tubo se agitd y después de 10 min., se determind la absorbancia

a 540 nm. Finalmente se graficaron los datos de concentraciéon de 4cido hialurdnico versus As4o.

Para determinar la cantidad de d4cido hialurdénico de la muestra se realiza a la par una curva de

calibracion de la siguiente manera:

Solucién
Solucién de dcido .
Tubo . _ amortiguadora  [4cido hialurdnico] (mg/mL)
hialurdnico (ML)

pH 5.8 (uL)
A 50 50 0.2
B 40 60 0.16
C 30 70 0.12
D 20 80 0.08
E 10 90 0.04
F 0 100 0.0

Tabla 4. Curva de cdlibracién para determinar la cantidad de dcido hialurdnico hidrolizado.

- Protocolo 2: Geles de actividad enzimdtica hialuronidasa.

Se prepard un gel de poliacrilamida SDS-PAGE siguiendo la metodologia descrita por Laemmli, 1970,
copolimerizado con 0.5 mg mL-! de 4cido hialurdnico (Cevallos et al,, 1992). Las muestras de interés se
separaron bajo corriente constante |5 miliamperios. Después de la electroforesis el gel se incubd con

una solucién amortiguadora 100 mM de NaH2PO4 pH 5.8, conteniendo 150 mM de NaCl y 5% Tritdn



X-100 por dos horas. Durante este tiempo el gel se lavd tres veces con el mismo amortiguador pero
disminuyendo la concentracidn de TritdnX-100 hasta 0. Posteriormente el gel se tifié por dos horas con
5% de formamida, 20% de isopropanol, 0.015 M de Tris-HCI pH 7.95 y 5 mL de 0.1% de “Stains all”, sin
exponerse a la luz. Finalmente, se destifio con 5% de formamida, 20% de isopropanol y |5 mM Tris-HCI
pH 7.95. Cada uno de los pasos se realizaron en agitacidn rotatoria a temperatura ambiente. La actividad

de hialuronidasa se observé por la presencia en el gel de una banda de degradacidn.

8.5 Electroforesis

El protocolo seguido para la técnica de electroforesis es el citado en Schagger y Jagow, 1987. Las
muestras se separaron en geles discontinuos de 16.5, 10y 4 % de poliacrilamida. La proteina se detectd
utilizando azul de Comassie (Neuhoff et al,, 1981) y tincién con plata siguiendo el protocolo descrito en

Switzer et al, 1979. El marcador de peso molecular utilizado fue de 6,5 a 175 KDa (Bio-Labs).

8.6 Secuenciacion

La secuencia N-terminal que involucrd los primeros 22 aminodcidos fue obtenida por degradacion
automdtica de Edman, en un secuenciador de aminodcidos Beckman LF (Palo Alto CA, USA), siguiendo
el protocolo citado por Zamudio et al,, 1997. La secuencia completa se obtuvo por hidrdlisis del péptido
con quimotripsina (Boehringer Mannheim, Germany). Antes de ser hidrolizado, el péptido fue reducido y
alquilado, 50 g de péptido se disolvieron en 200 mM de Tris-HCI, pH 8.6, | mg mL-' de EDTA, 6 M de
cloruro de guanidina y | mg de DTT, todo en un volumen final de 100 PL. Esta mezcla se incubd a 55
°C durante 45 minutos, pasado este tiempo a la mezcla se agregd | mg de iodoacetamida y se incubd a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Los productos de reaccidn se separaron por HPLC de fase
reversa utilizando una columna analitica C18 y bajo un gradiente lineal de 0 a 60 % de solucion B en 60
minutos. El péptido reducido vy alquilado se disolvié en 100 mM de Tris-HCI, pH 7.8, 10 mM de CaCl y
Img mL! de quimotripsina, todo en un volumen final del 50 YL y se incubd a temperatura ambiente
durante 3 horas. Los productos de la hidrdlisis se separaron por HPLC de fase reversa utilizando una
columna C18 analitica y bajo un gradiente lineal de 0 a 60 % de solucién B en 60 minutos. La secuencia
C-terminal se obtuvo analizando cada uno de los productos de la hidrdlisis por espectrometria de masas

a través del sistema nano-LC/ESI-it/MS.



8.7 Andlisis de masa molecular

Se determind la masa molecular de los péptidos de interés a través del sistema nano-LC/ESI-it/MS,

siguiendo el protocolo citado por Batista et al., 2006.

8.8 Electrofisiologia

Los ensayos electrofisioldgicos fueron realizados por la Dra. Rita Restano-Cassulini mediante la técnica
de patch clamp en su configuracién de célula completa, protocolo descrito en Restano-Cassulini et al.,
2008. Brevemente, se utilizaron células de ovario de hamster chino (“Chinese Hamster Ovary”), las que
fueron cultivadas en medio de Dulbecco modificado (Invitrogen, Carlsbad, CA) con 10 % de suero fetal
bovino (Invitrogen) y mantenidas a 37 °C en una atmosfera himeda con 5 % de COa. Las células fueron
transfectadas con | a 5 Pg del plasmido pCDNAS3.| que contiene la secuencia codificante para el canal
hERGS3 v cotrasfectadas con 0.2 ug de un pldsmido que codifica para la proteina verde fluorescente. Para
la transfeccidn se utilizé lipofectamina (Invitrogen). Los ensayos electrofisioldgicos se realizaron entre las

24y 72 hrs. de haberse iniciado la transfeccion de las células.

Durante los experimentos las células se mantuvieron en una solucidn extracelular estdndar, que
contenfa: 130 mM de NaCl, 5mM de KCI, 2 mM CaCly, 2 mM de MgClh, 10 mM de HEPES-NaOH y 5
mM de D-glucosa, pH 7.4. Para los ensayos biofisicos las células se perfundieron con una solucion
externa en alto contenido de K+ ([K*] = 40 mM), en la cual el NaCl fue remplazado por una cantidad
equimolar de KCI. La solucién de la pipeta contenfa 130 mM de aspartato de potasio, 10 mM de NaCl,
2 mM de MgCh, 10 mM de EGTA-OH, 10 mM de HEPES-OH y una concentraciéon de Ca?+ de
aproximadamente 50 nM, pH 7.3. La medicién de las corrientes se hizo a temperatura ambiente usando
un amplificador Axopatch ID. El protocolo de pulsos consistié de una repolarizacién a -120 mV durante
500 ms seguida de una depolarizacién a 60 mV por 500 ms. Los registros fueron analizados mediante el

programa pClamp?/ (Molecular Device, USA).

8.9 Biotinilizacion

Se utilizd el estuche "Biotin Protein Labelling” de Roche vy los reactivos se prepararon siguiendo las
instrucciones del proveedor. El reactivo utilizado (biotina-7-NHS) es un derivado de biotina, que
reacciona con los grupos amino de las proteinas. El péptido de interés (40 pg) se resuspendid en 50 pL
de PBS pH 7.3 y se adiciond biotina-7-NHS en una relacion molar 1:2 respectivamente. La mezcla se
agité con vortex y se incubd dos horas a temperatura ambiente. Los productos de reaccidn se
separaron por HPLC analitico, utilizando una columna de fase reversa C18 Vydac (Hysperia, CA, USA) vy

un gradiente lineal de 0 a 60 % de acetonitrilo en 60 minutos.



8.10 Determinacidon de la constante de disociacion

La curva dosis-respuesta para los canales hERG3 se construyd graficando el pico de cada corriente
medida tras la aplicacién de toxina nativa o toxina biotinilada después de 100 s sobre células CHO que
expresaban el canal hERG3. La corriente medida se normalizé con la corriente obtenida en el control.
Los datos experimentales (una media de 3 a 6 células £ SEM) fueron ajustados utilizando la ecuacién de

Hill:

[/lmax = {1 + ([T)/Kp)n}!

Donde Imax s la corriente méxima; [T] es la concentracidn de la toxina; It es la corriente a cierta [T]; Ko
es la constante de disociacidén correspondiente a la [T], la cual se estima para el 50 % de la corriente; n

es el coeficiente de Hill.

8.1 | Reaccidn de entrecruzamiento

Se cultivaron células CHO que expresaban transientemente canales iénicos hERG3 en cajas Petri de 100
x |5 mm, hasta presentar de 80 — 90 % de confluencia. Las células se mantuvieron en crecimiento en
medio Dulbecco modificado (Invitrogen, Carlsbad, CA) con 10 % de suero fetal bovino (Invitrogen) y
mantenidas a 37 °C en una atmosfera himeda con 5 % de COa. Para la reaccién de entrecruzamiento
se utilizaron 2 cajas Petri (control y experimento), las células contenidas en cada caja se lavaron 2 veces
con buffer de registro electrofisiolégico (130 mM de NaCl, 5mM de KCI, 2 mM CaCly, 2 mM de MgCl,
[0 mM de HEPES-NaOH y 5 mM de D-glucosa, pH 7.4.) Posteriormente a la caja control se
adicionaron 400 PL de amortiguador de registro electrofisioldgico y a la caja experimento se adicionaron
5 pg- mL' de toxina biotinilada contenida en 400 YL del mismo amortiguador. Ambas cajas se agitaron
manualmente e incubaron a 37 °C en una atmdsfera himeda con 5 % de CO:z durante |5 minutos.
Después de la incubacidn y bajo ausencia de luz, a cada caja se adiciond 0.25 mM de bipiridil rutenio y
0.35 mM de persulfato de amonio se mezclé de manera manual vy se expuso a la luz de un foco de 150
Watts a una distancia de |5 ¢cm durante 10 s. Se retird la mezcla de reaccién de las cajas Petri v las
células se lavaron 2 veces con PBS. Las células de cada una de las cajas Petri se lisaron utilizando 100 pL
de amortiguador de lisis adicionado con inhibidores de proteasas, utilizando la concentracion
recomendada por el probedor, 1:25 (Complete, Roche). El lisado celular se colocd en un tubo
eppendorf y se sonicé tres veces durante |0 s, posteriormente se sometid a una extraccién con una
mezcla de metanol-cloroformo. La cantidad de proteina obtenida del lisado celular se cuantificd
utilizando el kit 2D Quant Dot vy siguiendo las instrucciones del fabricante. Una cantidad de 50 pg de

lisado celular se separaron en geles SDS-PAGE al 8 %.



8.12 Western Blot

Para la electrotransferencia de proteinas se utilizaron membranas de nitrocelulosa de la marca
Amersham Biosciences de 0,45 Pm y una cdmara de transferencia Semi Dry-Blotter CBS Scientific CO.

El procedimiento fue el siguiente:

Se cortaron 10 tiras de papel filtro Whatman y una tira de membrana de nitrocelulosa del tamafio del
gel SDS-PAGE a transferir. Las tiras de papel filtro se pusieron en buffer de transferencia y la membrana
de nitrocelulosa en agua tetradestilada durante |5 minutos. Se colocaron en la cdmara de transferencia 5
papeles filtro, la membrana de nitrocelulosa, el gel y otros 5 papeles filtro, siguiendo ese orden. La
electrotransferencia se hizo durante | hora a corriente constante y aplicando la siguiente relacién 0,8
mA - cm2 de gel a transferir. Terminada la electrotransferencia la membrana se lavo en PBS 10 minutos y
se bloqued con Tween20 al 2 % en PBS durante 4 horas a temperatura ambiente, posteriormente la
membrana se lavd tres veces de diez minutos cada lavado con PBS Tween 20 0,1 %. La membrana se
incubd con estreptavidina acoplada a peroxidada (1:5000) durante 2 horas a temperatura ambiente, se
lavo tres veces, cada lavado de diez minutos con PBS 0.1 % de Tween20 y se detectd la actividad
enzimdtica con un amortiguador de revelado que contenia 6 mg mL-! de diaminobenzidina y 10 pL de

H20n.

8.13 Modelado por homologia de la toxina CgErgTx|

El modelo de la estructura tridimensional de la toxina CgkrgTx| fue construido usando el programa
Modeller 9v5 (Sali y Blundell., 1993), utilizando como templado las estructuras de ErgTx reportadas en el
PDB como INE5 (Torres, AM, et al, 2003, a) y IPX9 (Frenal, K, et al, 2004), los cuales presentan 67%
de identidad con respecto a la toxina problema. El modelo obtenido fue sometido a 100 rondas de
minimizacidon en UCSF Chimera (www.cgl.ucsf.edu/chimera). Los modelos fueron visualizados con Pymol

v1.0r2 (Delano, 2002).



9. RESULTADOS

9.1 Purificacion del veneno de C. gracilis

La separacién de los componentes del veneno del alacrdn C. gracilis se realizé utilizando diferentes tipos
de cromatografia. La primera de ellas implicd la separacién del veneno por exclusion molecular. La
segunda consistid en la separacidn de la fraccidn téxica del veneno por cromatografia de intercambio

idnico y finalmente el péptido de interés se aislé utilizando HPLC de fase reversa.
9.1.1 Filtracién en gel Sephadex-G50

La purificacién de 140 mg de veneno de C. gracilis por cromatografia de exclusién molecular puso de
manifiesto la presencia de tres fracciones, cada una de ellas con moléculas diferentes evidenciadas por
electroforesis (figura 16A y 16B). La fraccion | contiene los componentes del veneno de alto peso
molecular, como pueden ser enzimas. La fraccién Il quedd enriquecida con los componentes téxicos del
veneno, que se sabe por trabajos previos en el laboratorio son péptidos con actividad sobre canales
idnicos y cuyas masas moleculares oscilan entre los 3,000 y 8,000 Da. En la fraccién Il se concentraron
componentes de bajo peso molecular que no fueron resueltos en geles de poliacrilamida y/o
componentes no peptidicos. El volumen equivalente a cada una de las fracciones se juntd vy cuantificd
por absorbancia a 280 nm, teniendo un rendimiento del 98.9 %. En la tabla 5 se resume el rendimiento

de la purificacidn.

Fraccién Cantidad (mg) Cantidad (%)
| 18.5 13.2
| 95.0 68.0
If 243 17.3
Total 138.5 98.9

Tabla 5. Recuperacién de la purificacion de veneno de C. gracilis por cromatografia de exclusién molecular.
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Figura 16. Perfil cromatogrdfico de la purificacion de veneno de C. gracilis por exclusion molecular. A) Una cantidad de
[40 mg de veneno en un volumen de 3 mL se cargd en una columna de 2m de altura por 0.9 cm de didmetro
empacada con Sephadex-G50 y equilibrada en acetato de amonio 20 mM pH 4.7. La elucion se hizo bajo un flujo de 20
mL+'. Se obtuvieron tres fracciones Fl, Fll y Flll. B) Andlisis de la composicién de veneno y las fracciones de Sephadex-
G50 por electroforesis en geles de gradiente de 10 %y 16.5 % de poliacrilamida. En el carril | se cargaron 40 g de
veneno, en los carriles 2, 3 y 4 se cargaron 10 g de fraccion I, Il'y Il respectivamente. En el carril 4 se cargd un marcador
de peso molecular cuyas bandas van de 175 KDa a 6.5 Da.



9.1.1.2  Cromatografia de intercambio iénico

La fraccidn Il de exclusién molecular resuspendida en un volumen total de 130 mL y con 95 mg de
proteina se separd por intercambio idnico en |5 fracciones denominadas Fll.I- FILI5 (figura 17). El
volumen correspondiente a cada fraccidon se juntd y cuantificd por absorbancia a 280 nm, la

recuperacion fue de 83 %, en la tabla 6 se muestra el reparto de la recuperacion entre las |5 fracciones.

Fraccién Cantidad (mg) % Fraccién Cantidad (mg) %
l.1 3.1 33 1.9 7.6 8.0
12 6.2 6.5 .10 2.3 24
I3 10.7 1.2 11 1.3 |4
1.4 5.6 59 .12 54 7.8
1.5 1.7 12.3 .13 52 7.5
.6 6.5 6.8 .14 26 2.8
1.7 7.7 8.0 II.15 [ I
1.8 1.6 2.3 Total 79 83

Tabla 6. Recuperacién de la purificacion de veneno de_C. gracilis por cromatografia de intercambio idnico.
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Figura 17. Perfil cromatogrdfico de la purificacién de la F.Il por cromatografia de intercambio idnico (CMC). Noventa y
cinco mg de FIl en un volumen de 130 mL se cargaron en una columna de 30 cm de altura y 0.9 cm de didmetro
empacada con carboximetilcelulosa y equilibrada en acetato de amonio 20 mM pH 4.7. La elucidn se hizo utilizando un
gradiente lineal de 0 a 0.5 M de NaCl en el mismo amortiguador de equilibrio. Terminado el gradiente la columna se
eluyé con 1.0 M de NaCl en buffer de equilibrio. El flujo utilizado durante toda la corrida fue de 25 mLh". La elucién se
repartié en |5 fracciones denominadas F.l.1 a F.ll.15.

9.2 Andlisis protedmico del veneno de C. gracilis

El veneno de C. gracilis se purificé por HPLC de fase reversa, separdndose en 38 picos (figura 18), cada
uno de los cuales se analizé por espectrometria de masas. La mayorfa de los picos presentd mds de una
masa molecular, el nimero de componentes identificados, considerando el ndmero de masas
moleculares diferentes fue de 60 péptidos (tabla 7), algunos de los cuales fueron secuenciados por
degradacion automdtica de Edman, interesantemente encontramos que varios de ellos son péptidos
parecidos a la noxiustoxina, también identificamos secuencias cuyo extremo N-terminal es tipico de las
toxinas erg-like, asi como algunas secuencias que no coincidieron con las secuencias reportadas en las

bases de datos (tabla 8).

El veneno de C gracilis, es una mezcla compleja de compuestos de naturaleza peptidica, cuyas masas
moleculares se concentran en péptidos de 3 a 5 KDa, representando mds del 50% de los componentes

del veneno. Seguidos en abundancia se encuentran péptidos de 7 a 8 KDa, siendo cerca del 35% del



veneno (figura 19). De los 38 picos analizados solo dos de ellos y eluidos al final de la corrida fueron
péptidos de alto peso molecular (mayores a 20 KDa), sin embargo sus masas no pudieron ser
identificadas con exactitud. Considerando que en estos picos se encontraba la actividad enzimdtica
hialuronidasa, se ensayo su capacidad de hidrolizar dcido hialurdnico, siendo ésta totalmente nula. Se
sabe que el acetonitrilo tiene efecto desnaturalizante sobre la enzima hialuronidasa, por lo que se explica

ausencia de actividad después de separar por HPLC de fase reversa.
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Figura 8. Perfil cromatogrdfico de la separacion de veneno de_C. gracilis por HPLC de fase reversa. Se separaron 2 mg
de veneno utilizando una columna CI8 andlitica de fase reversa, bajo un gradiente lineal de 0 a 60% de solucién B en
60 minutos. La elucién se separé en 38 picos.



TR Masa molecular (Da) TR Masa molecular (Da)
3.04 Indeterminado 31.04 | 4,048, 2,338
542 Indeterminado 32.62 | 3,025, 3,923, 4,048
[ 1.55 Indeterminado 32.67 | 3,302, 3,025, 3,923, 4,048, 6,921
[3.52 Indeterminado 33.31 3,884, 7,154
20.66 | 3,733 34.70
5,248, 7,013, 6,435
22.62 | 2,487 (696, 740, 780, 824) 35.68
36.67
22.84 Indeterminado 6,962, 7,005
37.58
2374 | 4,195, 4,304 38.75 6,864, 7,004, 7,234, 7,132
2485 | 2,662 39.12 | 7,164, 7564
25.64 | 3,307 39.68 | 6,947
2644 | 4,196, 4,306, 4,088, 4,665 3932 | 7,154
2724 | 3120 4048 | 7,213,7516,7,672
2776 | 4062, 3981, 3,960, 4,384 4100 7212
2798 3,983, 4384 4190 | 7,042, 7212, 7227
28.65 | 7,148, 7,258, 7,020 43.02 | 6,085, 6,124, 5,870, 6,254
28.85
4762, 4,785 4502 | 6,737,6,721, 6,752
29.25
29.68 47220 48.50 | Alto peso molecular
3041 6,218, 2,340 50.00 | Alto peso molecular

Tabla 7. Andlisis protedmico de los 38 picos eluidos en la separacién del veneno de C. gracilis por HPLC de fase

reversa.




Parecido con toxinas

TR Masa Secuencia de aminodcidos N-terminal
reportadas
23.74 4,195 IVINVKCTSPNQC... Noxius toxina-like
26.44 4,665 ARDSCVNKSRCOKYGNYQ... Erg-like
27.76 | 4,384 | GTNSCVNKSGCAKYGYYATCQACCK... | Erg-like
27.98 3,983 TFINHKCKSGXEXYGACXAE... Nonius toxina-like
28.85
4,785 | DFIAV... y DRD... Desconocida y nonius-like
29.25
29.68 4220 TVIDV... Noxius-like
39.68 | 6,947 | VADDYECNDSEGIRG... Desconocida

Tabla 8. Secuencia N-terminal de algunos péptidos del veneno de C. gracilis. En negritas se resaltan los TR en los que

se encontraron las masas moleculares de los péptidos caracterizados: péptido bloqueador de canales hERG3 y péptido
letal en acociles.

Abundancia (%)
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Figura 19. Agrupacién de los componentes del veneno de C. gracilis por su masa molecular.




9.3 Toxicidad del veneno de C. gracilis

La toxicidad de las fracciones |, Il y lll se ensayd en ratones cepa CD/I. Se inyectd via intraperitoneal 100

Mg de fraccidn por 20 g de peso de ratdn. A diferencia del veneno de la mayorfa de los alacranes del

género Centruroides, el veneno de C. gracilis no parece contener péptidos téxicos que pudieran

representar un peligro para la salud humana, en los ensayos de toxicidad con las concentraciones de

proteina usadas ninguna de las fracciones causd alguno de los sintomas caracteristicos por intoxicacion

con veneno de alacrdn: espasmos, dificultad respiratoria, salivacidn, convulsiones pardlisis de los

miembros y muerte. En la tabla 9 se resume el efecto de cada una de las tres fracciones obtenidas por

exclusién molecular.

Fraccién Dosis Efecto
100 pg / 20 g de peso No tdxica
100 pg / 20 g de peso No tdxica
100 pg / 20 g de peso No tdxica
Tabla 9 Efecto téxico de las fracciones |, Il y lll en ratones CD 1.

Fraccién Dosis Efecto Fraccién Dosis Efecto
FILI 30 pg/animal Sin actividad F.I.9 30 pg/animal Tdxica en grillos
FI.2 30 pg/animal Letal en grillos FILIO 30 pg/animal Tdxica en grillos
FI.3 30 pg/animal Letal en grillos FILT 30 pg/animal Sin actividad
FI.4 30 pg/animal Letal en grillos FILI2 30 pg/animal Sin actividad
FILS 30 pg/animal Toxica en grillos FIT3 30 pg/animal Sin actividad
Fl.6 30 pg/animal Toxica en grillos FIL.14 30 pg/animal Sin actividad
FI7 30 pg/animal Toxica en grillos FILTS 30 pg/animal Sin actividad
F.I.8 30 pg/animal Letal en acociles

Tabla 10. Efecto téxico de las fracciones FIl.I — F.Il.15 de carboximetilcelulosa en insectos (grillos)
y crustdceos (acociles). La sintomatologia observada fue la siguiente: “sin actividad” significa comportamiento similar
a la inyeccién con agua; “téxico” significa que el animal se mostré agitado, tuvo problemas de equilibrio, mostré pardlisis
ligera pero se recuperd dentro de las primeras 24 horas; “letal” significa que ademds de los sintomas téxicos mostrd

pardlisis total y murié dentro de las 24 horas de haberse inyectado la muestra.




La toxicidad de las fracciones F.l.I — FI.I5 de carboximetilcelulosa, se ensayd en insectos (grillos) y en
crustdceos (acociles), a una dosis de 30 g por animal y la inyeccidn se hizo en el segundo segmento
abdominal de los animales. Se encontraron varias fracciones tdxicas en grillos, pero Unicamente letales

las fracciones: F.I.2, FII.3, FIL5, FIL6, FIL7 v FII1.8. La fraccion F.I.8 fue la Unica letal en acociles (tabla 10).

9.4 Caracterizacion bioquimica del péptido téxico en acociles.

La fraccidn F.II.8 tdxica en acociles se purificd por HPLC de fase reversa, los picos mds abundantes se
inyectaron en acociles, probando 5, 4, 3, 2 y | Yg de muestra respectivamente, con el fin de determinar
la dosis minima letal. Unicamente se identificé un componente téxico, que corresponde al tiempo de
retencidn 40.42 del perfil cromatogrédfico de la separacién de la fraccién F.IL.8 (figura20), este péptido
representa el 0.07 % del veneno soluble (tabla 12). Y tiene una masa molecular corresponde a 6,947 Da

y un extremo N-terminal VADDYECNDSEGIRG... (tabla I'1).

Muestra Cantidad %
Veneno de C. gracilis 140 mg 100
Cg 4042 100 pg 0.07

Tabla | |. Abundancia en el veneno soluble de C. gracilis del péptido letal en acociles.

Toxina Secuencia de aminodcidos Masa molecular experimental

Cg40.42 VADDYECNDSEGIRG... 6,947

Tabla 12. Secuencia N-terminal de la toxina denominada Cg40.42, proveniente de la fraccién FIl.8. La secuencia se
obtuvo por degradacién automdtica de Edman.
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Figura 20. Perfil cromatogrdfico de la repurificacion del péptido letal en acociles por HPLC de fase reversa. Arriba,
separacién de la fraccién F.I1.8 Se utilizé un gradiente lineal de 0-60 % de acetonitrilo en 60 min. El pico marcado con un
asterisco correspondiente al TR 40.42 tuvo efecto letal en acociles. Abgjo, repurificacién del pico 40.42. Se utilizé un
gradiente de 0-45 % de acetonitrilo en 60 min. El pico marcado con un asterisco tuvo efecto letal a una dosis de | pg

por acocil.
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9.5 Actividad enzimatica hialuronidasa

En el veneno de C. gracilis se encontrd actividad enzimdtica hialuronidasa. Cuando el veneno se purifica
por exclusion molecular, la actividad enzimdtica hialuronidasa se concentra en la fraccién F (figura 21A).
Mediante ensayos de hidrdlisis in situ en un gel SDS-PAGE co-polimerizado con dcido hialurdnico se

identificd en la fraccién F.I una banda de 45 KDa con actividad enzimdtica hialuronidasa (figura 21B).
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Figura 2 1. Actividad enzimdtica hialuronidasa del veneno de C. gracilis y de las F.I, Fll'y Flll. A) En la fraccién F.l se
encuentra presente la actividad enzimdtica hialuronidasa del veneno, 2 g de ésta fraccién hidrolizaron 0.2 mg mL™" de
dcido hialurénico con una eficiencia de rendimiento del 100%. El veneno total (4 Hg) hidroliza en un 80% la misma
cantidad de dcido hialurdnico. B) Gel SDS-PAGE co-polimerizado con dcido hialurénico. En la F.I (16 Lg) se encontrd una
banda de 45 KDa con actividad enzimdtica hialuronidasa. El control positivo corresponde a una enzima hialuronidasa de
arafa (Brachypelma vagans) cuya masa molecular es de 40 KDa. C) Separacién electroforética de las fracciones de
Sephadex y de veneno total. En la fraccion F.I se resalta con una flecha la banda que corresponde a la proteina con
actividad enzimdtica hialuronidasa.

9.6 Purificacion del péptido con actividad sobre los canales hERG3

En las fracciones F.IL.8-F.Il.14 se buscd la actividad bloqueadora de canales hERG3, utilizando la técnica de
patch-clamp sobre células CHO que expresaban canales de K* tipo hERG3. La fraccion F.Il.13 presentd

actividad sobre estos canales. La cantidad de proteina correspondiente a la fraccidn .13 (5.2 mg) se



analizé por HPLC semipreparativo de fase reversa. En la figura 22A se muestra el perfil cromatogrdfico y
se resalta con un asterisco el pico que contiene al péptido bloqueador de canales hERG3. Este pico
nombrado Fll.13.6 corresponde al 1.7 % (equivalente a 90 pg) de la Fll.13, y fue repurificado por HPLC
analitico de fase reversa, el perfil cromatografico se muestra en la figura 22B, donde el pico mayoritario y
resaftado con un asterisco corresponde al péptido bloqueador de canales hERG3. La recuperacion final
de este péptido fue de 48 pg lo que representa el 0.035 % del veneno. En la tabla |3 se resume la
recuperacion del péptido de interés a partir de 140 mg de veneno. El péptido puro se nombrd
CgErgTx!, donde Cg se refiere al nombre del alacrdn del cual fue aislado (C. gracilis), Erg indica el tipo
de canal idnico que afecta (canal de K* tipo ERG), Tx hace referencia a una toxina y | a que es la
primera toxina caracterizada del veneno de C. gracilis; el efecto electrofisioldgico que CgErgTx! tiene
sobre los canales hERGI y hERG3 se muestra en la figura 24, este péptido bloquea unicamente el
subtipo 3 de estos canales, la corriente de K* se reduce en un 80 % en presencia de la toxina y el efecto
es reversible, es decir, la corriente de potasio se recupera al eliminar a CgkrgTx| del medio extracelular.
La actividad electrofisiolégica de CgErgTx| no se ensayd sobre los canales hERG2 dado que se tenfa el

antecedente (ver tabla I ) de que la fraccién 20-30 de HPLC no tenia efecto sobre esta isoforma.
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Figura 22. Perfil cromatogrdfico de la separacién de la fraccion Il.13 por HPLC semipreparativo de fase reversa. Se
aplicaron 2 mg en una columna CI8 semipreparativa de fase reversa y se eluyeron utilizando un gradiente lineal de 0 a
60 % de acetonitrilo en 60 minutos bajo un flujo de 2 mL- min.". El perfil cromatogrdfico se resolvié en |2 picos
nombrados F.ll.I3-1 a Fll.13-12. En el pico F.ll.I 3-6 marcado con un asterisco y eluido en el minuto 31.00 se encuentra
el componente con actividad en canales hERG3. Este componente corresponde a 0.060 % del veneno soluble.
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Figura 23. Perfil cromatogrdfico de la repurificacién del péptido bloqueador de canales hERG3 por HPLC de fase
reversa. Se inyectaron 40 g de FIl.13-6 a una columna CI8 andlitica de fase reversa y se eluyeron utilizando un
gradiente lineal de 0 a 60 % de acetonitrilo en 60 minutos y bajo un flujo de | mL- min." El péptido de interés bajo

estas condiciones eluye en el minuto 27.00 y se obtiene puro, se representa en la figura con un asterisco. Este péptido
corresponde al 0.035 % del veneno soluble.

Muestra Cantidad %
Veneno de C. gracilis 140 mg 100.0
Péptido bloqueador de canales hERG3 48 Mg 0.035

Tabla 1 3. Abundancia del péptido bloqueador de canales de K* tipo hERG3 en el veneno de C. gracilis.
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Figura 24. Registro electrofisioldgico de la corriente de K sobre canales hERGI y hERG3 en presencia de toxina
CgErgTx 1. La actividad electrofisiolégica se ensayé utilizando 450 nM de CgErgTx | por la técnica de patch-clamp, sobre
células CHO que expresan canales iénicos de K" hERG| o hERG3. En rojo se muestra el efecto del péptido CgErgTx|
sobre el canal hERGI o hERG3. En los canales hERG3, CgErgTx| bloquea la corriente de potasio, la cual se recupera
cuando las células se perfunden con una solucién de lavado (linea verde). Sobre los canales hERGI, CgErgTx| no
muestra ningun tipo de efecto. La actividad electrofisioldgica no se ensayé sobre la forma 2 de los canales hERG debido a
que experimentos previos realizados con la fraccién 20-30 min. de HPLC no tuvo efecto en este canal, no se realizé el
experimento con el péptido puro (ver tabla 3).

9.7 Caracterizacion Bioguimica de CgErgTx|: masa molecular y secuencia de
aminodcidos.

La caracterizacién bioquimica de CgErgTxI, requirié de un gran trabajo experimental, haciendo que la
purificacidon de CgErgTx| no fuera un evento trivial, es decir, dado que este componente representa en
el veneno de C. gracilis el 0.035 % su separacién implicé la repeticién del proceso de purificacién un gran
nimero de veces, ya que se debe considerar que el veneno con el que se trabaja por su origen

bioldgico es un elemento limitante.

La masa molecular de la toxina CgErgTx|, se obtuvo por espectrometria de masas a través del sistema

nano-LC/ESI-it/MS, el resultado fue una masa de 4,385 Da.



En la figura 25 se muestra el perfil cromatogréfico de la digestidn de la toxina con quimotripsina, todos
los picos eluidos se fragmentaron por espectrometria de masas y se analizaron. Sélo 5 (resaltados con
una flecha) permitieron armar la secuencia de aminodcidos de CgErgTx|. En ninguno de los espectros
analizados pudo encontrarse la regidn que corresponde a los aminodcidos 25 a 29 (tabla 14 y figura 26).
La secuencia propuesta para esta regidn se hizo en base a la comparacion de la regidn faltante con la
misma regién de otras secuencias de toxinas bloqueadoras de canales ERG (figura 27). Las secuencias
con las que se hizo la comparacién fueron seleccionadas con base a que son las que muestran mayor
variabilidad con la regién de interés. El andlisis de la comparacidn (tabla 15) arrojé dos posibles

secuencias para la toxina CgkrgTx| (tabla 16).

Con base a nuestro andlisis proponemos que la estructura primaria de CgErgTx| estd constituida de 42
aminodcidos, en las posiciones 5, |1, 20, 23, 24, 34 39 y 4| se encuentran las cisteinas que estdn
estabilizando la estructura terciaria por medio de 4 puentes disulfuro. La posicidn vy el ndmero de las

cistelnas se encuentran conservados en todas las toxinas bloqueadoras de canales ERG.
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Figura 25. Perfil cromatogrdfico de la digestién del péptido CgErgTx| derivatizado (reducido y carboximetilado). 50 g
de CgErgTx| fueron hidrolizados con quimotripsing, los productos de la hidrdlisis se separaron por HPLC analitico
utilizando una columna CI8 de fase reversa y un gradiente lineal de 0 a 60% de acetonitrilo en 60 minutos. El andlisis
de la fragmentacién de los picos resaltados con una flecha permitié armar parcialmente la secuencia de aminodcidos de
la toxina.



Ndmero de fragmentacidn Secuencia de aminodcidos Masa molecular
MS/MS | DKCKC 710 Da
MS/MS 2 ATCQACC 905 Da
MS/MS 3 KSGCAKY 812 Da
MS/MS 4 GTNSCVN 768 Da
MS/MS 5 EVGPCVF 806 Da

Tabla 14. Andlisis de las fragmentaciones obtenidas por espectrometria de masas.

Mane Masa
: : ” molecular
Toxina Secuencia de aminoéacidos molecular
: experimen
tedrica
tal
10 20 30 40
= ic el
CgErgTx1 :GTNSCVNI(SG CAKvlt;vaTc/o,:\'cc:. SR - VGPCVF!JK(/ZK c.| 4384 4,385
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1 1 : — I :I_U
1 1 1
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Figura 26. Secuencia de aminodcidos de la toxina CgErgTx |. Debajo de la flecha se indica el método utilizado para la
determinacién de la secuencia de aminodcidos. El niimero hace referencia al pico del perfil cromatogrdfico de la digestion
de la toxina en el que se encontrd la secuencia abarcada por la flecha.

ErgTox DRD.
CeErgTx1 DRD.
CllErgTx DRD.

Figura 27. Alineamiento de la secuencia de aminodcidos de CgErgTx | con otras toxinas erg-like. Dentro de los cuadros
se resalta la regién que falta determinar de la toxina CgErgTx | y al mismo tiempo los aminodcidos que corresponden a
esa regién en otras toxinas erg-like.




Masa del Suma de a.a. | 586 Da menos Masa

. a.a |aafaal|aa aa | aa
péptido 25, 26,27 y | la suma de a.a de

25 | 26 | 27 | 28 29 | 42

buscado 28. 25,26,27 y 28. total

586 Da K K A G 384 202 M A 4384

586 Da K K Y G 476 110 — | | 4274

586 Da K N Y G 462 124 — | - | 4260

586 Da K N A G 370 216 D T 4384

Tabla 15. Andlisis de la secuencia de aminodcidos de la toxina CgErgTx|.

Secuencia de aminodcidos propuesta para la toxina CgErgTx|

Secuencia |

GTNSCVNKSGCAKYGYYATCQACCKKAGMEVGPCVFDKCKCA

Secuencia 2

GTNSCVNKSGCAKYGYYATCQACCKNAGDEVGPCVFDKCKCT

Tabla 6. Secuencias de aminodcidos propuestas para la toxina CgErgTx |

9.8 Marcado del péptido con biotina

El péptido CgErgTx| después de ser expuesto a una reaccidn de biotinilizacién, utilizando una relacién

molecular |:2, toxina-biotina, derivd en la formacidn de seis picos eluidos poco después del tiempo en el

que eluye la toxina nativa. (figura 28). La masa de cada uno de los picos se analizd por espectrometria

de masas, encontrando en todos ellos un aumento en la masa de la toxina de 340 Da, masa

correspondiente a una molécula de biotina. Como se puede observar en la figura 28 el rendimiento de

la reaccién de biotinilizacion es bajo, alrededor del 10 % del péptido CgErgTx| se biotinila, porcentaje

repartido entre las seis formas marcadas, donde la forma 6 parece ser la mds abundante. La reaccién de

biotinilizacién se repitié varias veces para poder contar con suficiente cantidad de toxina marcada y

continuar con los objetivos del proyecto: evaluar si la toxina-biotinilada segufa siendo activa sobre los

canales hERG3 y de ser asi proseguir con los ensayos de entrecruzamiento.
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Figura 28. Perfil cromatogrdfico de los productos de reaccién de la biotinilizacion del péptido CgErgTx 1. Los productos
de la reaccién de biotinilizacion se separaron por HPLC anadlitico utilizando una columna CI8 de fase reversa y un
gradiente lineal de 0 a 60 % de acetonitrilo en 60 minutos. El pico marcado con un asterisco representa al péptido
CgErgTx| no biotinilado. Los picos marcados con una flecha corresponden a las seis diferentes formas del péptido
CgErgTx| biotinilado, cada una de las 6 formas queddé marcada con una molécula de biotina.

9.8.1 Actividad bioldgica del péptido nativo y el péptido biotinilado.

La actividad bloqueadora de cada una de las seis formas biotiniladas del péptido CgErgTx| se ensayd
utilizando la técnica de patch-clamp, en células CHO que expresaban el canal hERG3. Las formas 1, 2, 3
y 4 tuvieron actividad bloqueadora y reversible sobre los canales hERG3 (resultados no mostrados). Para
las formas 5 y 6 la actividad bloqueadora se observd disminuida (resultados no mostrados).
Considerando que la biotina reacciona con los grupos amino ya sea de la parte N-terminal o los g-amino
de las lisinas, es posible que en las formas 5 y 6 el extremo N-terminal o alguna lisina de la toxina estdn
implicadas en la interaccidn con el canal, consideramos detectar por Edman la posicién de la biotina en
las formas 5 y 6 de la toxina marcada, sin embargo esto no pudo llevarse acabo por la poca cantidad de

material con la que contdbamos.



Dado que el rendimiento de la reaccidn de biotinilizacion es bajo (aproximadamente 10 %) y sabiendo
que las formas marcadas |, 2, 3 y 4 contindan siendo activas tras el marcado, los picos correspondientes
a estds 4 formas los juntamos vy la actividad electrofisioldgica de la mezcla se ensayd a diferentes
concentraciones en células CHO que expresaban los canales hERG3. Con los datos obtenidos se trazd
una curva dosis respuesta y se determiné el valor de la KD para la mezcla de péptido biotinilado, la cual

tiene un valor de 132.6 nM.

La KD para el péptido CgErgTx| nativo también e determind, siendo de 7.7 nM. Las curvas dosis-

respuesta de la mezcla de péptidos biotinilados se muestra en la gréfica de la figura 29.
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Figura 29. Curva dosis-respuesta del péptido CgErgTx| nativo y biotinilado. La actividad electrofisiolégica tanto del
péptido CgErgTx | nativo como biotinilado se ensayd a diferentes concentraciones, mediante la técnica de patch-clamp
en células CHO que expresaban canales de potasio tibo hERG3. La concentracidn de toxina ensayada se graficé versus
la fraccién de corriente inhibida por el péptido probado. Cada uno de los circulos corresponde al registro electrofisiolégico
de 3 células. El péptido CgErgTx| tiene una KD de 7.7 nM. Para el péptido CgErgTx | biotinilado la KD es de 32.6 nM.



9.9 Entrecruzamiento

La reaccidn de entrecruzamiento entre el canal hERG3 y el péptido CgErgTx|-biotinilado se detectd por
western blot de geles SDS-PAGE al 8%. Se detectaron 5 bandas de 125, 65, 55, 42 y 37 KDa tanto en
células CHO control (células que expresaban el canal hERG3, sin toxina y con reactivos de
entrecruzamiento), como células CHO que expresaban el canal hERG3, tratadas con toxina y con
reactivos de entrecruzamiento. Dado que el patrdon de bandeo fue exactamente igual para ambos
experimentos, no fue posible identificar bandas que indicaran la interaccién del canal hERG3 con el

péptido CgErgTx|-biotinilado (figura 30).
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Figura 30. Reaccién de entrecruzamiento entre el canal hERG3 y el péptido CgErgTx | biotinilado. En los carriles 3 y 4
se muestra el perfil electroforético hecho en un gel SDS-PAGE al 8%, de 50 pHg de la mezcla de reaccién de
entrecruzamiento tanto control como experimental. En los carriles | y 2 se muestra la electrotransferencia en
nitrocelulosa de 50 Ug de mezcla de reaccidn de entrecruzamiento, control y experimental respectivamente. La deteccidn
de la sefial se hizo utilizando diaminobencidina y H,0,.



10. DISCUSION

10.1 Caracterizacion bioquimica del veneno

El veneno de los alacranes es una fuente natural de péptidos bioldgicamente activos; algunos de ellos
actdan sobre diferentes tipos de canales idnicos. Dichos péptidos se han utilizado para estudiar la
biofisica, estructura, fisiologla y farmacologia de sus blancos de accién (Prestipino et al, 1989; Restano-
Cassulini et al, 2006) ademds representan una alternativa biotecnoldgica interesante para el desarrollo
de fadrmacos que actien modulando la actividad de un cierto tipo de canal iénico, o bien, pueden ser
utilizados como marcadores moleculares que permitan identificar enfermedades asociadas a canales
idnicos. Las investigaciones orientadas hacia la comprensién del mecanismo de accién de dichos
péptidos como por ejemplo; cdmo modifican la actividad de sus receptores, son fundamentales para su
posible aplicacién en el campo clinico y farmacéutico, asi como para una posible mejorfa en su actividad
bioldgica. Interesantemente en el veneno de los alacranes se han aislado péptidos con actividad téxica
en insectos (Selisko et al, 1996; Wadayagiri et al, 2001) y crustdceos (Garcia et al, 1997; Ramirez-
Dominguez et al, 2002), plantedndose la posibilidad de ser utilizados en la agricultura como
bioinsecticidas. A pesar de que se han encontrado diversos compuestos en el veneno de los alacranes, la
gran diversidad de moléculas con potencial actividad bioldgica que aln no han sido estudiadas hace del

veneno una fuente excelente de moléculas con aplicacion biotecnoldgica.

Hasta ahora, no se encuentran en la literatura estudios del veneno del alacrdn C. gracilis, siendo éste, el
primer trabajo que reporta la caracterizacidén bioquimica de su veneno. C. gracilis es conocido
cominmente como el alacrdn negro, y se distribuye desde el sur de Florida hasta la Peninsula de
Yucatdn, Cuba y algunos paises de América Central. Al igual que el veneno de todos los alacranes del
género Centruroides, su veneno es una mezcla compleja de péptidos con diferente actividad bioldgica
(Dias da Silva y Kipnis 2001), pero a diferencia de la mayoria de los Centruroides, C. gracilis no representa
un problema de salud publica, ya que su veneno aun probado a dosis altas no es téxico en mamiferos.
Sin embargo, su veneno si contiene componentes con actividad tdxica en artrépodos. Practicamente la
mitad de las fracciones de CMC tuvieron efecto téxico en grillos (FIl.2, FIL.3, FILS FILé, FI7, FI9 vy
FI.10) lo que es Iégico dado que su alimentacion se basa en el consumo de insectos, sin embargo
resulta interesante observar que estos componentes queden distribuidos tan ampliamente a lo largo de
la purificacidn, sugiriéndose que la baterfa de toxinas con capacidad letal en insectos es muy diversa, lo
que probablemente le confiere al alacrdn ventajas adaptativas a su entorno. Para fines de investigacion

estas toxinas podrian ayudar a identificar canales idnicos relacionados estructural y funcionalmente.

De la F.I1.8 aislamos un péptido que Unicamente es tdxico en crustdceos (acociles), que tiene efecto letal
instantdneo hasta con | Mg de toxina. Con base en la masa molecular de este péptido (6947 Da), es
posible que se trate de una toxina bloqueadora de algin canal de Na* ademds de ser sobre este tipo de

canales donde recae la actividad neurotdxica de las toxinas de alacrdn. Respecto a su estructura primaria



identificamos los primeros |5 aminodcidos y haciendo una busqueda en las bases de datos no
encontramos alguna secuencia reportada que tuviera similitud con la identificada, por lo que este

péptido podria representar un nuevo grupo de toxinas bloqueadoras de canales de Na*.

El andlisis bioquimico del veneno de C gracilis reveld la presencia de enzimas hialuronidasas, se ha
reportado que estas enzimas en el veneno de los animales ponzofiosos actian como factores de
difusién, ya que se requiere de su accidn para que las toxinas del veneno puedan llegar a sus receptores
blanco. Cuando el veneno total es purificado por exclusién molecular la actividad enzimdtica queda
ubicada en la fraccidon F.l vy al ser identificada la actividad enzimética en geles SDS-PAGE copolimerizados
con &cido hialurdnico, la actividad enzimdtica Unicamente se detecta en una banda de 45 KDa. Sin
embargo cuando el veneno total es purificado por cromatografia de intercambio idnico, la actividad
enzimadtica se distribuye en tres fracciones (datos no mostrados), lo que sugiere que la enzima podria
encontrarse en el veneno bajo diferentes patrones de glicosilacién que estarfan confiriéndole a la enzima
propiedades idnicas diferentes haciéndola migrar en diferentes fracciones. Las hialuronidasas son
proteinas altamente inestables, su purificacion requiere mantener condiciones de temperatura y pH
éptimos para conservar su actividad. La purificacién de hialuronidasas generalmente se lleva a cabo a
temperatura ambiente (18-25 °C) y con buffer acetato de amonio (20 a 50 mM), pH 4cido (entre 5y
6). La fuerte afinidad que las hialuronidasas tienen por los intercambiadores catidnicos a pH's dcidos
puede ser ampliamente aprovechado en la purificacién de estas enzimas. Bajo nuestra experiencia el uso
de HPLC de fase reversa, utilizando como eluente acetonitrilo no es conveniente si lo que se persigue
es detectar la actividad enzimdtica, ya que el acetonitriio es un solvente que desnaturaliza

irreversiblemente la enzima y por consiguiente la actividad de la enzima se pierde.

10.2 Caracterizacion bioquimica y uso de CgkrglIx| como marcador molecular

Hasta ahora el principal obstdculo para estudiar la contribucidn fisioldgica de los canales de K+ tipo ERG,
ha sido distinguir las corrientes individuales de cada una de las tres isoformas en que se expresan estas
proteinas de membrana; no obstante, el disefio de estrategias electrofisiolégicas que manejan diferentes
concentraciones de péptidos activos en estos canales, ha permitido identificar la corriente
electrofisioldgica de cada una de las isoformas (Restano-Cassulini et al, 2006). Sin embargo, estas
estrategias han sido planeadas para estudiar, de manera independiente, cada una de las isoformas de los
canales ERG expresadas (de manera heterdloga) en cultivos de lineas celulares. Cuando se encuentran
presentes las tres isoformas de estos canales (ERGI, ERG2 y ERG3), ya sea en un drgano, un tejido o un
cultivo celular, la identificacién de la corriente individual tiende a complicarse con el uso de estas

estrategias, limitdndose el estudio de la contribucidn fisiolégica de cada uno de los canales.

En el presente trabajo, se aislé una toxina CgErglx|, del veneno del alacrdn C. gracilis que tiene

Unicamente actividad sobre la isoforma 3 de los canales humanos ERG. Esta toxina comparte en



promedio 65 % de similitud, respecto a su secuencia de aminodcidos, con otras toxinas de alacrdn
bloqueadoras de canales ERG llamadas toxinas erg-like, la estructura terciaria en todas ellas se encuentra
estabilizada por 4 puentes disulfuro. Todas las toxinas erg-like, hasta ahora descritas tienen la
caracteristica de ser anfipdticas, es decir, presentan en uno de sus extremos un parche hidrofdbico y en
el extremo opuesto, un parche hidrofilico. Se ha propuesto que el modo de accién de las toxinas erg-
like, sobre los canales ERG, es a través de la interaccién del parche hidrofdbico con la a-hélice del
segmento S5-P de los canales ERG y al mismo tiempo la interaccidon del parche hidrofilico con el
vestibulo del canal (Pardo Ldépez et al, 2002ab). Independientemente de las dos secuencias de
aminodcidos propuestas para la toxina CgErgTx!, la regidn del parche hidrofdbico e hidrofilito se
mantiene inalterable, es decir, los tres cambios que hacen diferentes a las dos secuencias caen en una
zona diferente a los parches. Considerando esto, la discusion sobre un posible modo de interaccién con
el canal se hard sobre la secuencia | propusta. Del alineamiento de la figura 31, se puede inferir que la
toxina CgkrgTx| es menos hidrofilica que el resto de las toxinas erg-like, claramente se nota en estas
toxinas la presencia de varios residuos hidrofilicos principalmente representados por el aminodcido

aspdrtico, los cuales forman parte del parche hidrofilico de estas toxinas.

M s TNSCVNKSGCAKYGYYATCQACCKKAGMEVGPCVFDKCKCA 100%
xErgTx1 DRE...B..R... QR . .B....: NG T - P ..., 70%
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Figura 31. Alineamiento de la secuencia de CgErgTx| con otras toxinas bloqueadoras de candles de K* tipo ERG.
Utilizando la base de datos del PDB (Protein Data Bank), se hizo un blast utilizando la secuencia de aminodcidos de
CgErgTx| como templado. La secuencia de esta toxina comparte similitud hasta de 70% con otras toxinas de alacrdn
bloqueadoras de canales de K" tipo ERG,



Es importante mencionar que ninguna de las toxinas erg-like hasta ahora descritas muestra ser activa
solamente sobre una de las tres isoformas de los canales ERG; por ello, la selectividad de la toxina
CgErgTx| Unicamente por la isoforma hERG3 es una caracteristica que debemos resaltar. La generacién
de un modelo computacional de la toxina CgErgTx| nos permitié visualizar y reafirmar ciertos rasgos

estructurales que se mencionan a continuacion:

) En cuanto al plegado, la toxina CgErgTx| mantiene la tipica estructura de las toxinas de K+.
Comienza con un N-terminal flexible seguido de una pequefia hoja B antiparalela a las siguientes

dos hojas B, contintia con una a-hélice y termina con dos hojas (3 antiparalelas (figura 32).

Figura 32. Sobreposicién de la estructura terciaria de las toxinas ErgTx y CgErgTx|. En verde se muestra la toxina
ErgTx y en purpura la toxina CgErgTx|1. Se utilizé como templado la toxina ErgTx con nimero de acceso al PDB [ NES5.

2) Comparando la anfipaticidad de las dos toxinas observamos que ambas mantienen conservados
los residuos que forman el parche hidrofdbico (K13, Y14, Y16, Y17, F,36 y K38), pero el drea de
la molécula que corresponde al parche hidrofilico formado en ErgTx, por los residuos DI, D3,
D7, S4, K8, R2 y RIO se observa reducido en la toxina CgErgTxl|, donde, de los siete
aminodcidos que forman el parche hidrofilico en ErgTx, solo dos se encuentran en esta toxina;

S4 v K8 (figura 33).

Es posible que alguna de la diferencia en la abundancia de residuos hidrofilicos entre la toxina CgErgTx|
y las otras toxinas erg-like sea la causa de la actividad bloqueadora selectiva de CgErgTx!| sobre los

canales hERG3 con respecto a las otras dos isoformas de los canales hERG: hERGI y hERG2.
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Figura 33. Distribucion de la anfipaticidad de las toxinas bloqueadoras de canales ERG: ErgTx y CgErgTx|. En azul se
representan los aminodcidos que forman el parche hidrofdbico, los cuales, para ambas toxinas se encuentran
conservados. En rojo se muestran los aminodcidos del parche hidrofilico, éste es claramente mds abundante en la toxina
ErgTx.



10.3 Biotinilizacion de la toxina CgErg x|

La toxina CgErgTx| muestra un valor de KD (7.7 nM) muy parecido al de otras toxinas bloqueadoras de
canales ERG, como son: ErgTx cuya KD es de 10 nM y BeKm| con una KD de 7 nM (Gurrola et al,
1999; Korolkova et al, 2001). Sin embargo, la gran diferencia que tiene CgErgTx!| con ellas es la
selectividad que muestra por la forma 3 de los canales ERG. Cuando la toxina es marcada con una
molécula de biotina el valor de la KD se modifica haciendo a la toxina menos afin por los canales hERG3,
pero continua siendo activa sobre ellos, permitiendo ser utilizada como un marcador molecular para el

estudio de dichos canales.

Como se observé en la parte de los resultados, la toxina CgErgTx| tras la reaccidn de biotinilizacion
queda marcada de seis diferentes formas pero todas ellas solamente con una molécula de biotina e
interesantemente solo 4 de las 6 formas marcadas contindan siendo activas, lo que sugiere que en las
formas no activas la biotina se enlazé a un aminodcido importante para el bloqueo del canal. En la figura
34 se muestran los aminodcidos a los que la biotina se pudiera estar uniendo (lisinas y la glicina del
extremo N-terminal), como se puede observar hay dos lisinas que caen en la zona del parche
hidrofdbico (Lys 13y Lys 38) pudiendo ser estds importantes para el efecto bloqueador de la toxina por
el canal hERG3 vy que al ser alguna de ellas la que interacciona con la biotina la afinidad de la toxina se ve

disminuida.
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Figura 34. Representacién de los posibles sitios de biotinilizacion en la toxina CgErgTx|. La biotina puede
interaccionar con los grupos amino tanto del extremo N-terminal como el e-amino de las 6 lisinas presentes en la
toxina CgErgTx|.



La localizacidon e identificacidn de canales idnicos ha sido (estd siendo) posible gracias al empleo de
marcadores moleculares, como por ejemplo toxinas del veneno de animales marcadas isotdpicamente
(Angelo et al, 2003). Para poder ser utilizados como marcadores moleculares las moléculas marcadas
deben mantener su actividad bioldgica y su especificidad, caracterfstica que se mantiene tras ser
biotinilada la toxina CgErgTxI. Sin embargo también es importante poder diferenciar la sefial debida al
complejo canal iénico-marcador molecular, de la sefial inespecifica debida a la fijacién del marcador

molecular en otras proteinas.

En nuestros experimentos de entrecruzamiento entre el canal hERG3 v la toxina CgErgTx | -biotinilada, la
sefial detectada no fue indicativa de la presencia del complejo, mds bien pareciera que la sefial observada
es consecuencia de la presencia de proteinas biotiniladas per se en nuestra linea celular utilizada. Para

tratar de resolver este problema considero tomar en cuenta lo siguiente:

|. Presencia y concentracidn molar del canal idnico hERG3 en el sistema de expresion utilizado.
Aln cuando la expresion del canal es corroborada por electrofisiologia, es probable que la
concentracion en las células sea minima para ser detectada por técnicas bioguimicas, pese a que
en teorfa la sefial estd siendo intensificada con el uso de estreptavidina-peroxidasa como sonda

de la biotina.

2. Sila sefial detectada es consecuencia de proteinas celulares biotiniladas, un bloqueo previo a la
interaccién de la toxina CgErgTx|-biotinilada con los canales hERG3 con estreptavidina deberd
eliminar la sefial endégena observada y permitir Unicamente la visualizacidon de la interaccién

ligando-receptor.

El montaje de la técnica de entrecruzamiento requirié de mucho trabajo, desde establecer las
condiciones de lisado celular hasta establecer las condiciones iddneas del método de deteccidn, la
metodologia propuesta para descartar sefial “andmala” no pudo ser evaluada debido, principalmente a la
limitante de la toxina biotinilada, proceso que requiere de mucho tiempo ya que implicaba la purificacion

de la toxina de novo.

10.4 Protedmica del veneno de C. gracilis

El andlisis protedmico deja claro que faltan muchos componentes del veneno por ser estudiados, la
mayoria de ellos son péptidos de 3 a 5 KDa, siendo probablemente toxinas bloqueadoras de diferentes
canales de K*. La caracterizacién bioquimica de los componentes del veneno serd muy valiosa, ya que
seguramente muchos de los componentes serdn mutantes naturales de toxinas cuya actividad bioldgica
se conoce, y por tanto se podrd evaluar como se modifica su actividad cuando se encuentran cambiados

aminodcidos de las estructuras primarias ya conocidas.



El andlisis protedmico reafirma la presencia en el veneno de un péptido eluido en el minuto 27 de la
corrida de HPLC, de 4,384 Da de masa molecular que corresponde a la toxina CgkrgTxI, asi como
también la presencia de un péptido de masa 6,947 Da, eluido en el minuto 40 y que corresponde al

péptido téxico en crustdceos.

Mediante el andlisis protedmico se identificaron dos picos con posible alto peso molecular, la masa con
exactitud no pudo ser identificada dado que la resolucién en la deteccidn de iones del espectrémetro
de masas utilizado en el andlisis, comienza a perderse con masas moleculares mayores de |5 KDa.
Pensando que estos dos componentes pudieran ser hialuronidasas, ensayamos su capacidad de hidrolizar
el 4dcido hialurdnico, sin embargo ésta no pudo ser detectada. La caracterizacién bioquimica de los
componentes de alto peso molecular (que se sabe hay y que van de los 16 a los 85 KDa) no es
favorecida cuando el veneno se purifica por HPLC de fase reversa, por un lado las hialuronidasas son
desnaturalizadas por el acetonitrilo y por otro es probable que los componentes de alto peso molecular
queden atrapados en la matriz de las columnas CI8 utilizadas. Las hialuronidasas solo son uno de los
varios componentes de alto peso molecular presentes en el veneno, la funcién bioldgica de
componentes entre 50 y 85 KDa es aun desconocida, su caracterizacidon bioquimica deberd ser enfocada

al uso de técnicas de purificacidn diferentes al HPLC, para asegurar su presencia y su funcionalidad.



| 1. CONCLUSIONES

* El veneno de C. gracilis se separa en 3 fracciones (F., Fll y Flll) cuando se purifica por exclusidn

molecular.

* En la fraccién Fl se encontrd actividad enzimdtica hialuronidasa, la cual corresponde a una

proteina de 45 KDa.
* Lafraccidn Fll se separa en |5 fracciones cuando se purifica por intercambio idnico (CMC).

* Las fracciones F.I1.2, FII.3, FIl4, FILS, FIL6, FIL7, FIl.9 vy FlI.10 tuvieron actividad téxica en grillos,

siendo las fracciones F.II.2, F.I.3 y F.ll.4 letales.

* En la fraccidon F.II.8 se encontrd un péptido letal en crustdceos (acociles), el cual tiene una masa
molecular de 6,947 Da y una secuencia de aminodcidos N-terminal VADDYECNDSEGIRG... El

efecto letal se observd a una dosis de | g de péptido por acocil.

* En la fraccién FIl.I3 se encontrd un componente que bloquea reversiblemente la corriente de

potasio de los canales humanos ERG3.

El péptido nombrado CgErgTx| tiene wuna posible secuencia de aminodcidos
GTNSCVNKSGCAKYGYYATCQACCKK(N)AGM(D)EVGPCVFDKCKCA(T)  correspondiente
a 42 aminodcidos, su estructura terciaria se encuentra estabilizada por 4 puentes disulfuro y su

masa molecular es de 4,384 Da.

* El péptido CgErgTx| puede ser marcado con una molécula de biotina, manteniendo su actividad
bioldgica sobre los canales idnicos hERG3, por lo que podria ser utilizado como marcador

molecular para el estudio fisiolégico y estructural de dichos canales idnicos.

* La constante de disociacion (KD) para el péptido CgErgTx| es de 7.7 nM, mientras que para el
péptido biotinilado es de 132 nM es decir, es |7 veces menos potente la toxina CgErgTxl|

cuando se marca con biotina

* EI andlisis protedmico del veneno de C. gracilis mostréd que es una mezcla compleja de
compuestos principalmente de naturaleza peptidica, donde los mds abundantes son péptidos de

3 a5 KDa.



| 2. PERSPECTIVAS

*  Confirmar la secuencia de la toxina CgErgTx|
*  Determinar la estructura 3D de la toxina CgErgTx|.

* Caracterizar electrofisiolégicamente la actividad de la toxina CgErgTx| sobre los canales idnicos

hERGS3.

* Estudiar el modo de interaccién de la toxina CgErgTx| con el canal hERG3 para entender por

qué esta toxina es activa Unicamente sobre estos canales.

* Estudio de la distribucidn vy fisiologia de los canales hERG3, en modelos animales como rata o

ratén.
*  Determinacion de la estructura primaria del péptido toxico en acociles.

* Caracterizacién bioquimica de la o las enzimas hialuronidasas presentes en el veneno de C

gracilis.

*  Caracterizar bioquimica y biolégicamente los componentes de alto peso molecular del veneno

de C gracilis.
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