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ANTECEDENTES

1 RESUMEN

Las toxinas de alacran han sido de gran importancia para la investigacion y la comprension
de la variedad de procesos fisiologicos de los canales idnicos. En especifico, las toxinas con
afinidad hacia canales de potasio (K") se han empleado como dianas biologicas para
proporcionar informacion acerca de la estructura de dicho canal, las mutaciones que presenta,
su regulacion y las patologias asociadas a estos canales mediante el estudio de la interaccion
de ambos sistemas (Interaccion toxina/canal de K*). Por otro lado, las toxinas presentes en el
veneno de alacranes se han empleado como una posible via de control de enfermedades auto-
inmunes*®. Un mayor entendimiento de la fisiologia del canal de potasio (K*) proporcionaria

una posible herramienta farmacoldgica selectiva a diversas patologias humanas.

La neurotoxina B-KTx 14.3, obtenida del alacrdn Lychas mucronatus, de la famila Buthidae,
pertenece a la clase 2 de la subfamilia B-KTx. Hasta la realizacion de esta tesis, no existia
informacion estructural de ningun péptido completo de la subfamilia mencionada. La presente
determinacion estructural de un miembro caracteristico de esta subfamilia proporciona un
amplio panorama acerca de la relacién que existe entre la estructura tridimensional y su

funcion fisioldgica.

De manera general las toxinas que bloquean los canales de potasio (K*) presentan de 2-4
enlaces disulfuro, los cuales estabilizan la estructura secundaria. En su mayoria, las toxinas
de alacran presentan un motivo estructural caracteristico formado por una hélice o unida con

una de las hebras § formando asi una estructura o/f3 estabilizada por enlaces disulfuro.

El presente trabajo muestra la obtencion por técnicas de biologia molecular, purificacion y
caracterizacion de la primera estructura tridimensional de un péptido recombinante completo
perteneciente a la subfamilia B-KTx, asi como la evaluacion electrofisiologica de la toxina

contra algunos canales de K.



2 ANTECEDENTES

2.1 Canales Ionicos

Los canales i6nicos son proteinas integrales de membrana, implicadas en el transporte y el
metabolismo celular. Estan formados por regiones hidrofilicas en las cuales se permite el paso
selectivo de iones a través de la membrana celular. Estas regiones conforman lo que se conoce

como el poro del canal® (figura I).

Los canales i6nicos tienen importancia fundamental en la fisiologia y patologia de los seres
vivos?, juegan un papel indispensable en procesos de secrecion de hormonas, division celular
y motilidad, contraccion muscular, percepcion sensorial y el funcionamiento cerebral. Dichos

canales forman una de las principales dianas de diversos farmacos?.

La membrana celular es una barrera selectiva que separa dos medios, el extracelular y el
intracelular, regulando su composicion desde el interior de la célula hacia el medio exterior,
y viceversa. Los iones son moléculas hidrofilicas inmiscibles en los lipidos de la membrana,
los cuales para atravesarla requieren mecanismos especificos de transporte!. El transporte

celular puede ser activo o pasivo.

2.1.1 Selectividad ionica de los canales

Generalmente el poro de cada canal tiene una secuencia de aminoéacidos que favorece el paso
preferencial de un i6n respecto a otro. Dicho paso esta regulado por las cargas y la disposicion
espacial de los aminoéacidos presentes; es decir, los canales con filtros de selectividad
conformados por aminodcidos cargados positivamente seran canales anidonicos, mientras que
los que se encuentren conformados por aminoéacidos cargados negativamente, seran canales

catidnicos (figura I seccidn c).
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a)

Subunidad B Subunidad a Poro del canal

COOH

Figura I. a) Esquema de un canal de K*, en donde se observa las subunidades que lo conforman (a y p), el
sensor de voltaje y la region del poro. b) Esquema del canal de K*, cuatro subunidades o forman el poro del
canal. ¢) Esquema del filtro de selectividad® (esferas en rojo), a dos tercios del interior, el canal se estrecha,
mutaciones en esta zona modifican la selectividad del canal.

2.1.2 Canales Ionicos Selectivos a Potasio (K*)

Entre la variedad de canales ionicos los canales de potasio (K*) incluyen una gran familia de
proteinas de membrana que son importantes en numerosas funciones celulares, incluido el
mantenimiento del potencial de membrana en reposo, el control de la excitabilidad neuronal
y cardiaca, la liberacion de neurotransmisores, la contraccion muscular y la secrecion de
hormonas*. Entre los canales i6nicos, los de potasio (K*) forman la superfamilia proteica mas
abundante y diversificada, estos canales se encuentran en todos los organismos vivos, desde
las bacterias hasta los humanos® , estdn presentes tanto en células excitables como no

excitables?.
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La funcion fundamental de los canales de potasio en el cuerpo humano es establecer el
potencial de reposo y dar forma al potencial de accion en nervios y masculos?. Ademas, los
canales i6nicos de potasio poseen caracteristicas particulares como: i) Tienen una via o poro
permeable al agua que permite que los iones de K* fluyan a través de la membrana celular; ii)
Tienen un filtro selectivo especifico para el K* y iii) Tienen un mecanismo de compuerta que

sirve de interruptor para la conformacion abierta y cerrada del canal®’.

Los canales de potasio K* se han clasificado de manera general en tres grandes familias con

base en la homologia de su estructura y caracteristicas biofisicas (figura II).

L. Canales con seis/siete segmentos transmembranales y un poro (6-7 STM/ 1P).

a. Canales de K’ dependientes de voltaje (Ky/ )

b. Canales de K activados por Ca’’ Kca)

I1. Canales con dos segmentos transmembranales y un poro (2 STM/ 1P)
I11. Canales con cuatro segmentos transmembranales y dos poros (4STM / 2P)
Canales de K* voltaje Canales de K* rectificadores Canales de fuga 2P (Kyp)
dependientes (Kv) entrantes (Kiz ) o KCNJ

6-7 STM/ 1P 2STM/ 1P 4STM / 2P

V P2
|IIEI | | I V||

X2

Canal de Potasio (K*)

T v

Figura II. Estructura de las diferentes clases de canales K*. Las diferentes subunidades se dividen en tres
clases principales segin el nimero de segmentos transmembranales y dominios P, una secuencia
altamente conservada que participa en la formacion del filtro de selectividad de estos canales's.
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La mayoria de los canales de potasio son tetrdmeros, formado por cuatro subunidades o
idénticas. Las cuatro subunidades se insertan en la membrana dejando un poro en el interior,
a menudo se complementan con subunidades B®. Los dominios P de los canales de potasio
(K") tienen una secuencia de aminoacidos altamente conservada. De esta forma, mutaciones

en la region del poro provoca la pérdida de selectividad del canal.

2.1.3 Caracteristicas estructurales de las toxinas de alacran implicadas en el

reconocimiento de canales ionicos de potasio (K*)

De manera general, las toxinas de alacran bloquean los canales de potasio (K+) debido a la
obstruccién del poro por la toxina, esta interaccion depende de varios factores como son el
tamano de la toxina y las interacciones especificas que presenta con el canal. El principal
mecanismo de accion de estas toxinas es la oclusion del poro del canal mediante la
interaccion adecuada de la cadena lateral de los residuos localizados en la hoja 3 de la toxina.
Una lisina (K) y un residuo aromatico (F/Y) separado por 6.6 A forman el requisito minimo
para que ocurra el bloqueo del canal (Teoria de la Diada Funcional), interaccion considerada

clave en el bloqueo de los canales de potasio (K*) dependientes de voltaje.

Sin embargo, tras el descubrimiento de toxinas que no encajaban a la perfeccion con este

modelo, algunos autores sugieren que el segmento hélice o esta implicado en el bloqueo

. + . 2+ , . . .y
funcional de canales de K activados por Ca™ , asi como toxinas pertenecientes a la familia
b
7-KTx que eran capaces de interaccionar con sus dianas moleculares de diferente manera que

la teoria propuesta de la diada funcional.

Estudios estructurales de toxinas pertenecientes a la familia alfa (a-KTx 3.2, a-KTx 1.1, a-
KTx 1.3, a -KTx 6.2) sugieren que residuos de aminoacidos basicos no idénticos alrededor
de la diada funcional generan interacciones importantes con la region del poro (Teoria del
anillo basico), lo cual sugiere que la presencia de la diada funcional en estas toxinas no es

esencial para el reconocimiento y el bloqueo del canal.
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De esta manera, aunque se demuestra que la estructura tridimensional es similar, el
reconocimiento de su diana molecular depende de ciertos residuos de aminodcidos, ubicados
en puntos especificos de la toxina. Con lo cual el mecanismo implicado en el bloqueo del

canal de potasio (K*) dependiente de voltaje para la familia 3-KTx atin no esta bien definido.

2.2 Veneno y toxinas de alacran bloqueadoras de canales ionicos

Los alacranes son uno de los artropodos mas antiguos que han existido en la Tierra,
conservando su morfologia casi inalterada por mas de 400 millones de afos. Hasta la fecha
existen mas de 2200 especies!®, las cuales estan distribuidas a lo largo de todos los
continentes con excepcion de la Antartida. El envenenamiento debido a la picadura del
alacran es un peligro para la salud publica en regiones tropicales y subtropicales ya que cada
afo se reportan mas de 1,200,000 casos!!. Sin embargo, un numero creciente de
investigaciones experimentales y preclinicas han demostrado que el veneno de alacran,
especificamente algunas proteinas y péptidos, puede disminuir la proliferacion del cancer
inhibiendo la metastasis e inducir la apoptosis y arresto celular en un entorno in vitro o in

vivoll,

El veneno del alacran es una fuente de moléculas muy compleja la cual es utilizada para
inmovilizar a su presa o como defensa ante depredadores. Los principales constituyentes del
veneno del alacran son: agua, mucosa, oligopéptidos, nucledtidos, aminoacidos, iones,
neurotransmisores, sales, péptidos de bajo peso molecular, metales, mucoproteinas,
mucopolisacaridos, hialuronidasas, fosfolipasas, serotonina, histamina, aminas biogénicas y

muchas sustancias no identificadas atin'2.

Todas las toxinas de alacran conocidas que afectan los canales de potasio (KTx) son péptidos
que actian como bloqueadores de los poros del canal®. Las KTx's se utilizan para localizar
canales i0nicos en muestras bioldgicas, la exploracion de la estructura y funcion del canal

i6nico representa un gran desafio para entender e investigar su farmacologia?.
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La clasificacion general de las toxinas del alacran se basa en cuatro criterios diferentes: el
canal ionico involucrado (Na*, K*, Ca?>" y CI'), el tamafio de la toxina, la estructura
tridimensional y el tipo de respuesta inducida, formando asi cuatro familias'3.

Las toxinas que bloquean los canales de potasio, llamadas KTx, estan formadas entre 20-75
residuos de aminoacidos y contienen 2-4 enlaces disulfuro, los cuales estabilizan su
estructura. Estos enlaces, en su mayoria, unen el segmento de hélice a con una de las hebras
B, formando asi el motivo estructural caracteristico que se encuentra en las toxinas (KTx)

producidas por alacranes, formando una estructura o/} estabilizada por enlaces disulfuro.

Estas toxinas pueden presentar 5 motivos estructurales diferentes:

1. Motivo estructural CS-o/f.- Una gran mayoria de toxinas provenientes del veneno de
alacran se ajusta a este tipo de plegamiento, asi como toxinas bloqueadoras de canales
de sodio y péptidos similares a la clorotoxina (Egyptian scorpion).

ii.  Motivo estructural CS-o/a (2 enlaces disulfuro). - Dos hélices a paralelas, conectadas
con dos puentes disulfuro (k-Hefutoxina y péptidos relacionados)*.

iii.  Motivo estructural CS-a/a (3 enlaces disulfuro). - Formacion alternativa de enlaces
disulfuro, generando un plegamiento de hélice-asa-hélice.

iv.  Motivo estructural tipo Kunitz. - Proteinas inhibidoras de proteasa, la estructura
tridimensional tipica de estos dominios consiste en un nucleo central de dos hebras 3
conectadas entre si por un giro de 180°, que forman una estructura de horquilla
flanqueada por una hélice 3, y una hélice a hacia los extremos amino y carboxilo,
respectivamente®’.

v.  Motivo estructural ICK (inhibitor cystine knot). - Horquilla antiparalela estabilizada

por un nudo de cisteina, comun en toxinas de arafia, con al menos 3 enlaces disulfuro?.

En la actualidad se propone agrupar a las KTx's en 6 subfamilias, segun su homologia, su
estructura tridimensional y la actividad que presenta. Las CS-a/p toxinas se dividen en 3
familias: o-KTx (~20-40 residuos), B-KTx (~45-75 residuos), y-KTx (que afectan a un
subconjunto de canales K, llamados ERG), k-KTx (Toxinas CS-a/a), 8-KTx (proteinas tipo
Kunitz) y A-KTx (Toxinas ICK)?.
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2.3 Neurotoxina B-KTx 14.3 del alacran Lychas mucronatus

La neurotoxina 3-KTx 14.3 (familia 14, tercer miembro de la subfamilia B-KTx) fue obtenida
del alacran Lychas mucronatus, el cual se encuentra distribuido en el sureste de Asia y el sur
de China, perteneciente a la familia Buthidae. Su secuencia consta de 48 residuos de

aminoacidos, la cual muestra los puentes disulfuro predichos por homologia (figura III).

10 20 30 40

POCI42 B-KTx 14.3 S —

Figura III. Secuencia de aminoacidos de la toxina B-KTx 14.3, se muestra la posible conectividad de
enlaces disulfuro.

Debido a la similitud en secuencia de aminoécidos, los péptidos de veneno de alacran de
cadena larga pertenecientes a la subfamilia B-KTx se dividen en tres clases diferentes: (1)
péptidos estrechamente relacionados con TsTX-Kf, AaTX-K3 y BmTXKf2 (todos de la
especie Buthidae); (2) péptidos heterogéneos de las especies M. martensii, H. gertschi y
Tityus; (3) péptidos relacionados con la escorpina. El analisis comparativo mostrd que los
tres grupos se caracterizan por una alta identidad de pares dentro de cada grupo (50-97%) y

una baja identidad promedio entre los grupos (<30%). (Anexo Familia f-KTx)>.

La neurotoxina -KTx 14.3 pertenece a la clase 2, cuyos miembros representativos son
BmTXKp, HgepKTx, TcoKIK, TdiKIK y TtrKIK. La toxina BmTXKf recombinante es un
bloqueador de la corriente transitoria de K* (Ki), HgepKTx muestra fuertes efectos
citoliticos hacia bacterias, por lo que se espera la neurotoxina B-KTx 14.3 presente efectos

similares para ambas actividades?.
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En la actualidad la mayoria de las investigaciones se concentran en s6lo alguno de los géneros
de la familia Buthidae, como: Androctonus, Buthus, Mesobuthus, Parabuthus, Centruroides
o Tityus. De cierta forma otros géneros no son muy estudiados a pesar de los componentes
tan atractivos de su veneno y del alto potencial que podrian tener para el desarrollo de nuevos

medicamentos, como es el caso para el género Lychas.

La funcidn bioldgica de la neurotoxina B-KTx 14.3 no es bien conocida; debido a esto es que
se le considera péptido "huérfano". Sin embargo, por su secuencia de aminoacidos se cree
que la proteina tendria un efecto como bloqueador de canales de potasio Kv1.1 o relacionados

(Kvl.x)*.

2.4 Proteinas

Las proteinas son polimeros que resultan de la reaccion de condensacion entre aminoéacidos a
través de un enlace de amida llamado peptidico, los cuales tienen la misma estructura
fundamental, la cual consiste en un atomo central de carbono (Ca) unido a un grupo amino

(NH2), un grupo carboxilo (COOH), un hidrégeno y un grupo variable (R) (figura I'V).

H.O H [O -
(O A | T 0
. ol —C—HC—N+~Cc—cC’
H.N—C C/ vvvvvvvv + N—C—C _— HQN (‘: C f\ll (‘: C “OH
| OHi H | OH
R, R, R, | Hl R,
Aminodcido 1 Aminodcido 2 ad, Enlace @q,
aq, aa, peptidico

Figura I'V. Formacion del enlace peptidico.

El enlace peptidico impone restricciones a las posibles conformaciones, su distancia de
enlace (1.32 A) es més corta que la de un enlace sencillo C-N (1.49 A), pero algo mayor que
la de un enlace doble C=N (1.27 A), por lo que no es posible el giro alrededor del enlace de
amida C-N. A lo largo de la cadena polipeptidica existen demasiados enlaces sencillos, los
cuales podrian adoptar un nimero elevado de conformaciones, sin embargo, los dtomos
unidos al enlace C-N mantienen distancias y angulos caracteristicos, los cuales determinan

sOlo una conformacion tridimensional estable.
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2.4.1 Estructura de proteinas

La estructura de una proteina depende de ciertas interacciones (enlaces covalentes, puentes
salinos, puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobicas), las cuales permiten que la cadena
polipeptidica adopte una conformacion definida, la cual recibe el nombre de estructura o
conformacién estructural nativa'®. Dicha configuracion esta determinada por cuatro niveles

estructurales.

La estructura primaria es la secuencia de aminoécidos de la proteina, la cual nos indica los
aminoacidos que componen a la cadena polipeptidica y el orden en el que se encuentran. La
secuencia de aminoacidos que forma una proteina determina el tipo de interacciones que se

produciran, influyendo asi en su estructura tridimensional y funcion'®.

La estructura secundaria se refiere a la estructura que adopta espacialmente una parte de la
proteina, presenta generalmente dos disposiciones, los tipos de estructura secundaria que se

observan con mayor frecuencia son la hélice o y la hebra 2.

La hélice a es una estructura rigida en forma de varilla que se origina cuando una cadena
polipeptidica se enrolla en una conformacion helicoidal dextrdgira®®. Consta de 5 0 mas
aminoécidos consecutivos de una proteina con angulos ¢ de ~ -57° y y de ~ -47° 20. Al
adoptar estos angulos, el grupo C=0O del aminoacido i queda a la distancia y orientacién
adecuadas para formar un puente de hidrégeno con el N-H del aminoécido i+4. Se mantiene

estable por medio de puentes de hidrogeno que entre los grupos N-H y C=0 (figura V).

Las hojas 3. se forman cuando se alinean dos o mas segmentos de la cadena polipeptidica
uno al lado del otro. Cada segmento individual se denomina cadena . En lugar de estar
enrollada, cada cadena 3 estd extendida por completo. Las hojas B son estabilizadas por
enlaces de hidrégeno que se forman entre los grupos N-H y carbonilo del esqueleto

polipeptidico de cadenas adyacentes®.
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Las hojas B que interactiian pueden disponerse para formar una hoja B paralela, en la cual
los segmentos adyacentes de la cadena polipeptidica proceden en la misma direccion, o una

hoja antiparalela, en la cual proceden en direcciones opuestas?! (figura V).

a) b)
/ \ / /
R-CH HC-R R-CH R-CH
\ \ \
c C=0+"H—N N c c=0 C=0 c
. / \ ] ] / / . .
H—N c=0 H—N H—N
\ / \ \
HC-R R-CH HC-R HC-R
/ \ / /
0=C N—H 0=C o=C
140 A \ / \ \ 130A
N—H-0=C N—H N—H
/ \ / /
R-CH HC-R R-CH R~C\r4
\ / \ \
C=0-H—N c=0 c=0
N ' / \ / / '
N H—N C=0 C N H—N H—N N
\ / \
HC-R R-CH HC-R HC-R
// \ /
Antiparalela Paralela

Figura V. Estructura secundaria de proteinas. a) hélice alfa, b) hebra beta antiparalela y paralela.

La estructura terciaria, asi como la estructura secundaria, se refiere a la disposicion
tridimensional de todos los &tomos de un polipéptido. La estructura terciaria se estabiliza por
interacciones hidrofébicas, interacciones electrostaticas, puentes de hidrégeno y enlaces
covalentes. Es importante mencionar que la capa de hidratacion dindmica que se forma
alrededor de una proteina contribuye al plegamiento y estabilizacion de ésta. Las regiones de
la proteina con una estructura secundaria definida se llaman dominios. La estructura terciaria

define las interacciones entre los diferentes dominios que la forman.
La estructura cuaternaria se refiere a la interaccion de varias cadenas polipeptidicas para

formar un complejo proteico. Dicha unidén se debe en general a los mismos tipos de

interacciones débiles presentes en la estructura terciaria.

13



ANTECEDENTES

2.5 Proteinas Recombinantes

La obtencion de proteinas recombinantes se logra mediante la insercion del gen de interés en
un organismo diferente al que la genera naturalmente. La expresion de estas proteinas se ha
convertido en una herramienta muy comun, ya que es posible obtener altas cantidades de

proteina con bajos costos de produccion y altas purezas de una o varias proteinas de interés!?.

Escherichia coli es ampliamente usada en la investigacion como organismo huésped para la
expresion de proteinas heterdlogas; esto se debe a que es un sistema econdémico, escalable,
con altos niveles de produccion que esta genéticamente caracterizado'® y que permite obtener
proteinas recombinantes con caracteristicas homodlogas a las nativas mediante el uso de

técnicas de biologia molecular.
2.5.1 Purificacion de Proteinas

La estrategia fundamental de la purificacion de proteinas es simple: remover todos los
contaminantes mientras se trata de retener en el mayor grado posible la proteina de interés'.
Es importante sefialar que antes de iniciar cualquier proceso de purificacién es necesario
identificar su localizacion a nivel celular y considerar las caracteristicas quimicas y fisicas,
como: solubilidad, carga eléctrica, polaridad, tamafio, especificidad de unidn, etc., para

seleccionar la técnica mas apropiada para su aislamiento.

Existen muchos métodos de purificacion de proteinas recombinantes; sin embargo, los
métodos cromatograficos son los mas usados por su facilidad en escalamiento,

reproducibilidad y facil validacion'.

2.5.2 Lisis celular

En el caso de las proteinas expresadas intracelularmente es necesaria la ruptura de las células
que la contienen. El método a escoger dependera de lo fragil que sea la proteina y de que tan

resistente sea la célula que se requiere romper!>.
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Los métodos de lisis celular se pueden clasificar en métodos mecénicos y no mecéanicos. Los
métodos mecanicos se dividen en métodos de corte en s6lido (molino de perlas, presa X, etc.)
o en suspension (prensa francesa, molino coloidal, etc). Los métodos no mecanicos se pueden
dividir en métodos fisicos, métodos quimicos y métodos biologicos'’. Los métodos de
ruptura celular que cominmente son utilizados también incluyen el uso de enzimas,
detergentes y choques osmoticos, puesto que los productos bioldgicos pueden ser

extracelulares, intracelulares o periplasmicos.

La cavitacion ultrasonica es una técnica eficaz para romper estructuras celulares utilizada
ampliamente en el laboratorio debido a su economia, alta eficiencia y reproducibilidad. La
vibracion ultrasonica (15-20 kHz) se utiliza para la formacion de pequenas burbujas en un
ciclo de baja presion que colapsan violentamente en un ciclo de alta presion, liberando asi el

material intracelular?2.

2.5.3 Cromatografia de Afinidad

Actualmente existen diversos métodos para la purificacion de una proteina, los cuales se
clasifican de acuerdo con las propiedades de la proteina que se busca purificar, como lo son:

superficie, tamafio, forma y carga.

La cromatografia de afinidad utiliza interacciones altamente especificas, generalmente entre
un soluto y una molécula unida covalentemente a la fase estacionaria. Para el caso de
purificacion de proteinas recombinantes esta técnica consiste en la adicion de una etiqueta de
histidinas que permite la purificacion de estas por medio de una cromatografia de afinidad

por iones metalicos IMAC)'.

La fuerza de union entre una proteina y un ion metalico, en nuestro caso Ni?" inmovilizado
en la fase estacionaria, se ve afectada por varios factores, incluida la longitud de la etiqueta
de afinidad en la proteina, el tipo de ion utilizado y el pH. Debido a que los iones metalicos
estan fuertemente quelados por el ligando 4cido iminodiacético (IDA), la proteina unida se
puede eluir ya sea con un agente quelante fuerte como el imidazol o simplemente bajando el

pH.
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2.5.4 Cromatografia Liquida en Fase Reversa

La cromatografia de fase reversa (Reversed Phase Chromatography, RPC) es un tipo de
cromatografia en la cual se utiliza un empaque hidrofobico, usualmente un grupo funcional
octadecilo u octilo como fase estacionaria y una fase movil polar. La RPC es una técnica de
purificacion capaz de separar componentes con caracteristicas muy similares, como proteinas
que difieren en un solo aminoadcido e isomeros conformacionales?, esto debido a su
versatilidad, deteccion sensible y su capacidad para trabajar en conjunto con técnicas como
espectrometria de masas?®. Es importante sefialar que el mecanismo de separacion depende
de las interacciones hidrofobicas entre las moléculas de soluto presentes en la fase mévil y el

ligado hidrofobico que se encuentra inmovilizado en la fase estacionaria.

La fase estacionaria de una columna determina la retencion y la selectividad de la separacion,
se han demostrado que la retencion de péptidos y proteinas depende en gran medida de su
hidrofobicidad. En la actualidad la mayoria de las fases estacionarias utilizan polimeros
sintéticos de poliestireno como matrices cromatograficas debido a la alta estabilidad quimica
que presenta en un rango amplio de pH. La mayoria de las fases estacionarias consisten en
matrices porosas € insolubles, a las cuales se unen quimicamente compuestos hidrofobicos.
Los ligandos que generalmente estan unidos a estos soportes son Cg (n-octilo) o una cadena

Cis (n-octadecilo).

Es importante mencionar que la fase movil que se emplea para la separacion de péptidos y
proteinas utiliza como disolventes agua y acetonitrilio. La retencion hidrofobica del analito
en la fase estacionaria disminuye afiadiendo un disolvente organico. Al decrementar la
polaridad de la fase movil, la retencion del analito de interés se cambia hacia la fase movil.
La fase movil contiene &cido trifluoroacético (TFA) en proporciones no mayores a 0.1%, esto
con la finalidad de neutralizar las cargas en la proteina. El control de pH juega un papel muy
importante ya que la retencién aumenta conforme el pH maximiza la concentracion de las
especies ionizables; un pH bajo asegura que los acidos débiles estén en su forma no idnica y
las bases fuertes en su forma protonada, provocando asi una mayor interaccion con la fase

estacionaria.
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2.6 CARACTERIZACION DE PROTEINAS

2.6.1 Espectrometria de Masas (MALDI-TOF)

La espectrometria de masas es una técnica analitica util en la determinacion de masas
moleculares de proteinas; esto debido a su alta sensibilidad, elevado poder de resolucion y
exactitud. MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization — Time-Of-Flight) es
una técnica de ionizacion suave empleada para el andlisis de péptidos y proteinas sin provocar
la fragmentacion de esta; la muestra es ionizadas por la incidencia de pulsos cortos de laser
en alto vacio. Dicha ionizacion se favorece por la mezcla de la proteina con una matriz so6lida,
generalmente acido a-ciano-4-hidroxicinamico, la cual se utiliza para volatilizar la muestra
y transferir protones de la matriz a las moléculas de la muestra®®, generando asi especies
monocargadas que son analizadas en el detector. El analizador TOF realiza la determinacion
de la masa mediante la medicion precisa del tiempo que tardan en llegar los iones de la

muestra desde la fuente al detector.

2.6.2 Dicroismo Circular (DC)

Esta técnica permite estimar rdpidamente el contenido de estructura secundaria y las
propiedades de plegamiento de una proteina®’. El dicroismo circular se define como la
diferencia entre la absorcion de luz polarizada circularmente a la izquierda y a la derecha por
compuestos Opticamente activos, es decir, que no disponen de un plano de simetria y no son

superponibles con su imagen especular?’.

Cuando la luz polarizada pasa a través de la muestra y ésta no absorbe o absorbe en la misma
medida, la combinacion de los componentes regenera la radiacion polarizada al plano original
(a); en cambio si uno de los componentes de la luz es absorbido por la muestra en mayor
medida que el otro, la componente resultante trazaria una elipse, generando asi una

polarizacion eliptica (b)?® (figura VI).
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Figura VI. 1.-En a) Componentes circularmente polarizados izquierda y derecha (EL) y (ER)
respectivamente, generando radiacion polarizada en el mismo plano. En b) Componentes circularmente
polarizados de diferente magnitud, generando una polarizacion eliptica. 2.-Espectros de DC de
polipéptidos y proteinas con estructuras secundarias representativas.

La estructura secundaria de las proteinas se estima por espectroscopia de dicroismo circular
en la region de UV lejano (240-190 nm). En esta region la sefal se origina debido a que el

enlace peptidico se encuentra en un ambiente regular plegado?.

Por lo tanto, la intensidad de las transiciones depende de los angulos de torsion de ¢ y . Las
hélices a, las hojas 3, y las estructuras helicoidales aleatorias dan lugar a un espectro de forma

y magnitud caracteristica, respectivamente (Figura VI).

2.6.3 Resonancia Magnética Nuclear para determinacion estructural de proteinas

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una de las técnicas que permite la determinacion
de estructuras tridimensionales de proteinas y péptidos en disolucidon con resolucion atomica.
La espectroscopia de RMN es una manifestacion del momento angular de espin nuclear, el

momento angular de espin se caracteriza por el nimero cuantico, /7.
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Los nucleos mas importantes en RMN aplicada al estudio de proteinas con un valor /=1/2

son: IH, 13'C, 15N, 9p y 3lp, Seglin la mecénica cudntica, el momento angular total, |L|roT,

estd cuantizado, con un valor /I - (I + 1) - A, donde h es la constante de Planck dividida

entre 2. Ademads del mddulo, es importante conocer el momento angular sobre el eje z, I, ,
dado por I, = i - m, donde m es el nimero cuantico magnético asociado a la componente z

del momento angular de espin nuclear y estd restringido a valoresdem = (=, -l + 1, ..., —

1, 1). Para un ntcleo determinado, por ejemplo, para lH, m,; tendra dos posibles valores: +1/2

y -1/2.

En ausencia de campo externo las diferentes orientaciones del dipolo magnético seran
energéticamente equivalentes y, por tanto, se tendrd un conjunto de estados degenerados. En
presencia de un campo magnético externo estos diferentes estados (orientaciones) adquieren
energias diferentes. Por ejemplo, para el 'H (proton) el nimero cuantico de espin 7 vale 1/2
por tanto m; puede tomar los valores +1/2 o -1/2, teniéndose dos posibles orientaciones con

dos energias de interaccion®®3! (figura VII).

Sin campo Con campo
B 1
( 1 1) PP v F =Ty

m, = +—,—5 e
<’ AE = hyB,

TNl (0 1
o 1 Y m,=+—
| 2

Figura VII. Diferencia de energia entre dos niveles con espin % .

Durante un experimento de RMN, la intensidad de la sefial es proporcional a la diferencia
poblacional entre los estados involucrados, dicha distribucion puede ser calculada por la

distribucion de Boltzman:
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NB _ _AE/kBT

Sin embargo, la diferencia poblacional entre los dos niveles es muy pequeiia, por lo que la
senal espectroscopica sera muy débil, lo que hace a la espectroscopia de RMN una técnica

poco sensible.

Durante el experimento no observamos a un solo nucleo, sino un gran niamero de ellos, por
lo que es importante sefialar que siempre estaremos observando el efecto neto de la suma de
todos los nucleos observados. En el equilibrio los momentos magnéticos no se alinean
aleatoriamente, de tal forma que la suma de sus contribuciones genera un campo magnético
neto (vector de magnetizacion) orientado en la direccion del campo magnético externo (Bo).
Al aplicarse un pulso de radiofrecuencias, la transicion entre los niveles energéticos genera
que el vector de magnetizacion rote hacia el eje y; el cual, al regresar al equilibrio describe

un movimiento de precesion, denominada precesion de Larmor.

La magnitud de la frecuencia de precesion es idéntica a la frecuencia de la radiacion
electromagnética requerida para excitar las transiciones entre los niveles energéticos, dando
lugar al fendmeno de resonancia magnética nuclear®.

En un experimento de RMN de una dimension, lo que se detecta es la precesion del vector
de magnetizacion que decae en funcion del tiempo. La transformada de Fourier se aplica en
la funcién en el dominio del tiempo (FID, Free Induction Decay) y la transforma en una
funcion en el dominio de las frecuencias. Las frecuencias observadas resultan de la diferencia
entre una sefal de referencia (TMS, tetrametilsilano) y la sefial de resonancia de la muestra,
la cual depende de los campos magnéticos locales generados por la densidad electronica de
cada nucleo (entorno quimico). En la practica, los cambios quimicos son muy pequefios, por
lo que es comun multiplicar la diferencia por un factor de un millén. El desplazamiento
quimico (9) se define por:

5 _ Vmuestra — Vreferencia « 106
muestra —

Vre ferencia
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Aunque un espectro de RMN de 'H de una proteina es muy dificil de interpretar debido a la
gran cantidad de sefales traslapadas correspondientes a todos los protones presentes, se
puede extraer informacion acerca del plegamiento de la misma; ya que si la proteina tiene un
plegamiento definido, el espectro de 'H tendra una amplia dispersion de sefiales entre 5-9 y
alrededor de 0.9 ppm, donde los protones de amida de la cadena principal se encuentran
formando puentes de hidrogeno y los metilos interaccionan con los aminodcidos aromaticos
respectivamente, generando asi ambientes quimicos diferentes para cada proton, como se

muestra en la figura VIIL.
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Figura VIIL. Comparacién de los espectros de 'H, en a) Proteina desestructurada (TsTXK-beta/60aa) y
en b) Proteina con plegamiento definido (EhMyBS23/60aa).

Debido a la sobreposicion de sefiales es necesario obtener espectros multidimensionales para
lograr elucidar la estructura tridimensional de la proteina de interés. En un espectro de dos
dimensiones dos nuevos elementos, tiempo de evolucidon y tiempo de mezclado, son
introducidos entre los periodos de preparacion y deteccion de la sefial (figura IX). El tiempo
de evolucidon contiene un tiempo variable que se incrementa durante el transcurso del
experimento desde un valor inicial hasta un valor final en “m” incrementos de ti. Asi, la

adquisicion de un espectro bidimensional implica repetir una secuencia de pulsos para
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aumentar los valores de t; y registrar un FID como una funcién de t» para cada valor de t; 3!.
Seglin sea la secuencia de pulsos utilizada, serd la informaciéon que se logre obtener del

sistema?’.

Evolucién Deteccion

— Preparacion Mezclado
tl t2

Figura IX. Esquema general de la adquisicién de un espectro bidimensional.

De manera general, para proteinas menores a 7 kDa es posible determinar la estructura
tridimensional con espectros bidimensionales homonuclares de 'H, esto mediante la
asignacion de los sistemas de espin presentes en la proteina. Para identificar aquellas sefales
que corresponden a un mismo aminoacido (mismo sistema de espin) el experimento 'H-'H
TOCSY (TOtal Correlated SpectroscopY) muestra la correlacion que existe entre nicleos
que se encuentran formando un sistema de espin. Para el caso de proteinas debemos asignar
tantos sistemas de espin como aminoacidos presentes en la secuencia. El experimento 'H-'H
COSY (COrrelated SpectroscopY), es de gran ayuda debido a que muestra las correlaciones
que existen entre nucleos que se encuentran acoplados escalarmente entre ellos a dos o tres
enlaces de distancia’!. Para un sistema ABCD, el experimento COSY nos muestra la
correlacion que existe entre los nucleos A-B, B-C y C-D, mientras que el experimento
TOCSY nos muestra la correlacion que existe entre los nucleos A-B-C-D.

Por ultimo, el experimento NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) muestra las
correlaciones dipolares entre dos nucleos cercanos®!, es decir, muestra la interaccion presente
entre nlicleos que se encuentran a una distancia menor o igual a 5A, con lo cual es posible

determinar el plegamiento que presenta la proteina.
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3 HIPOTESIS

Laneurotoxina 3-KTx 14.3 del alacran Lychas mucronatus obtenida de manera recombinante
presentard un plegamiento definido caracteristico en las toxinas de la familia B-KTx
presentando dos dominios diferentes: un segmento N-terminal intrinsecamente
desestructurado y un segmento C-terminal rico en cisteinas, formando asi el motivo

estructural caracteristico CS-o/f3.

4 OBJETIVOS

v Obtener por medio de técnicas de Biologia Molecular la toxina B-KTx 14.3 del
alacran Lychas mucronatus.
v" Purificar la toxina del alacran por medio de técnicas cromatograficas (CAMQ y RCP).
v’ Caracterizar la toxina del alacran mediante técnicas espectroscopicas
o Espectrometria de Masas (MALDI-TOF).
o Resonancia Magnética Nuclear (RMN).
o Dicroismo Circular (DC).
v" Determinar la estructura tridimensional de la toxina $-KTx 14.3 por RMN.
v" Evaluar la capacidad de bloqueo de la neurotoxina B-KTx 14.3 en canales de K*

(Shaker y KCNQI)
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5 DISENO EXPERIMENTAL Y METODOLOGIA

5.1 Biosintesis de la toxina B-KTx 14.3

Se utilizé el plasmido pET-32a(+) modificado donde se optimizaron las condiciones de
expresion de la toxina de interés (tiempo de induccion, temperatura, concentracion de IPTG

y cepa a utilizar) para su posterior purificacion y caracterizacion.

5.2 Transformacion
El plasmido de trabajo pET-32a(+)/B-KTx 14.3 contiene la secuencia que codifica para la

proteina de fusion, la cual consta de cuatro regiones como se puede observar en la figura X.

Tiorredoxina Sitio de corte

Enteroquinasa

Figura X. Representacion de la proteina de fusién, con las cuatro regiones presentes en ésta. La
tiorredoxina es una proteina chaperona que favorece el plegamiento de la B-KTx 14.3, seis histidinas
utiles en la purificacion y el sitio de corte enzimatico.

El plasmido pET-32a(+)/B-KTx 14.3 se inserto en células competentes de E. coli (Rosetta™,
BL21 (DE3)™, C41 (DE3)™) por medio de un choque térmico, mediante el siguiente
protocolo:
1. Afadir 3 pL del plasmido a células competentes de E. coli, y mantener en un bafio de
hielo por 30 min.

ii.  Realizar choque térmico a 45°C por 45 segundos.

iii.  Afadir 200 uL de medio LB estéril e incubar las células a 37°C por 1 hora.

iv.  Sembrar las células en una caja con medio LB sélido, con los antibidticos apropiados.

v.  Incubar la caja a 37°C por 12-16 horas.
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5.3 Optimizacién de la expresion de la toxina B-KTx 14.3

v Temperatura
Una vez obtenidas las células trasformadas se realiz6 una cinética de crecimiento con la
finalidad de evaluar el tiempo y la temperatura 6ptima en la cual se produce una mayor
cantidad de proteina de fusion de manera soluble a dos temperaturas diferentes (18°C y 30°C),

utilizando la cepa de E. coli Rosetta™ .

v Eleccion de Cepa
Una vez seleccionada la temperatura y el tiempo de expresion, se realiza la comparacion con

las diversas cepas de E. coli, comparando las cepas Rosetta™, BL21 (DE3)™ y C41 (DE3)™.

v" Concentracion de IPTG
Asi mismo se buscé evaluar la influencia de la concentracion de IPTG en la expresion de la

proteina de fusion, para lo cual se utilizaron las siguientes concentraciones de IPTG:

0.125mM, 0.25mM, 0.5mM vy sin IPTG.

5.4 Lisis celular

Determinadas las condiciones de expresion (30°C a 200 RPM por 8 horas, cepa: C41/
(DE3)™ TPTG: 0.125mM), se llevé a acabo una expresion de mayor volumen, utilizando
1.5 L de medio LB. Las células se dejan crecer en medio LB (50 mL aproximadamente) en
agitacion constante a 37°C por 12-16 horas (preindculo) para después crecerlas en un ultimo
cultivo (1.5 L), en el cual se verifica el crecimiento bacteriano hasta una densidad optica de

0.6-0.7 a 600 nm, momento en el cual se ha alcanzado la fase logaritmica de crecimiento.
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Trascurrido el tiempo de expresion, se centrifugd el medio a 6500 RPM, 4°C por 15 minutos
y se generd un paquete celular el cual fue resuspendido en 60 mL de solucién amortiguadora
de lisis, ver Anexo Disoluciones . La lisis celular se realiz6 por medio de choques sonicos a
55 W durante 10 minutos, en intervalos de 30 s en “on” y 30 s en “off”, en un bafio de hielo.
Este lisado se centrifug6 a 16500 RPM, 4°C por 45 minutos para separar la fraccion soluble
de la no soluble y fragmentos celulares. Las muestras fueron cargadas en un gel

desnaturalizante de poliacrilamida SDS-PAGE 15%.

5.5 PURIFICACION

5.5.1 Purificacion por Cromatografia de Afinidad Metal-Quelato (CAMQ)

La fraccion soluble se pas6 por una membrana de 0.45 pm. Posteriormente se hizo pasar por
una columna de afinidad metal-quelato HiTrap® cargada con Ni** en donde gracias a la
etiqueta de seis histidinas, se retienen y separan las proteinas propias de la bacteria. Para eluir
la proteina de interés se llevaron a cabo diferentes lavados de soluciéon amortiguadora de

elucion, ver Anexo Disoluciones, con diferentes concentraciones de imidazol (25, 50, 75,

100, 300 y 500 mM).

5.5.2 Corte con Enteroquinasa

Una vez purificada la proteina de fusion, el siguiente paso fue realizar el corte enzimatico
por lo cual es necesario dializar la fraccion que la contiene. Esto se llevo a cabo utilizando
una membrana de dialisis Biotech de 8-10 kDa, la cual elimina el exceso de imidazol
presente, ya que éste interfiere en la reaccion de corte. La fraccién que contiene la proteina
de fusién fue dializada contra una disolucion amortiguadora de corte, ver Anexo
Disoluciones. Se cambio la disolucion amortiguadora de corte cada dos horas hasta completar
6 horas. El paso anterior se supervisa midiendo la absorbancia de la disolucion hasta alcanzar

el equilibrio.
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La reaccion de corte se realizd utilizando la proteasa enteroquinasa evaluando diferentes
condiciones con la finalidad de optimizar la eficiencia del corte (24 horas, 37°C y 0.5 U/mg
proteina). Una vez realizado el corte enzimatico se realiza una segunda cromatografia de
afinidad metal-quelato, donde en esta ocasion, la fraccién que no tendrd afinidad es nuestra
proteina de interés. Como la etiqueta de histidinas se queda en la proteina de fusion, ya que
la enteroquinasa realiza el corte enzimdtico en el enlace peptidico formado entre el

aminoacido lisina (K) y nuestra proteina de interés, es posible efectuar este procedimiento.

5.5.3 Cromatografia Liquida en Fase Reversa

Con la finalidad de concentrar la fraccion en donde se encuentra la proteina de interés libre
de la etiqueta de histidinas, se realiz6 una purificacion en fase solida Strata C18-T y se eluy6
con soluciones de diferentes concentraciones de acetonitrilo/agua (10-100% ACN). Estas
fracciones se liofilizaron y se inyectaron en una columna de fase reversa Jupiter 4 p Proteo
90 A C-12 de 250 mm de largo y 4.6 mm de didmetro interno acoplada a un sistema HPLC
equilibrada con H2O y acetonitrilo, ambos con 0.05% de TFA, en un equipo Varian Pro-Star
donde se colectaron los picos mayoritarios y se analizaron por espectrometria de masas
MALDI-TOF .

Todo este proceso se sigue con ayuda de geles de poliacrilamida, con los cuales se pudo
observar la expresion de la proteina y se determind en que fraccion se encontraba (30%

ACN).

5.6 CARACTERIZACION

5.6.1 Caracterizacion por Espectrometria de Masas (MALDI-TOF)

Se realizé6 un analisis por Espectrometria de Masas MALDI-TOF en un equipo Bruker
Daltonics MicroFlex en el laboratorio de servicios analiticos del Instituto de Quimica de la
UNAM, para determinar el peso molecular de la toxina. La matriz utilizada fue acido a-
ciano-4-hidroxicinamico (disolucion sobresaturada 1:1 H>O/acetonitrilo al 0.05% TFA). El
modo de adquisicion fue lineal, en polaridad positiva utilizando 100 pulsos con una

intensidad de 30%. La ventana espectral fue de 3000 a 11000 Da. Para la calibracion del
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equipo se utilizaron las proteinas Tt28 (3455 Da), HgeD (4797.57 Da) y Citocromo C
(6181.05Da).

5.6.2 Caracterizacion estructural por Dicroismo Circular (DC)

Los espectros de DC de la neurotoxina B-KTx 14.3 se registraron en un espectropolarimetro
marca Jasco J-1500 a una concentracion de proteina de 0.3 mg/mL en agua milli Q. Los
espectros se midieron a 20°C en el UV lejano (240-190 nm) utilizando una celda de cuarzo
(de paso 6ptico) de 0.1cm de espesor. Los datos se registraron en intervalos de 1 nm con una

velocidad de barrido de 20 nm/min, con un nimero de acumulaciones igual a 3.

La elipticidad molar por residuo [0]MRW se calculd segun la siguiente ecuacion®®:

0 _MRW-S_[d 2 gmol-1]
[]MRW_lo_C_L_ eg - cm- amo

Donde MRW es la masa media del residuo, que es el cociente entre el peso molecular y el
numero de aminoacidos menos uno (MRW = PM /(N — 1)), S es la sefal del dicroismo en

grados, C es la concentracion de la proteina en g/mL y L es la longitud de la celda en cm.

5.6.2 Caracterizacion Estructural por Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de "H-RMN de la neurotoxina B-KTx 14.3 se obtuvieron en un equipo Bruker
de 700 MHz a 25°C, equipado con una criosonda de resonancia triple 'H/"*C/!>N utilizando
300 pL de una disolucion 1-3 mM de la toxina pura, disuelta en una mezcla de H.O/D>0O
95/5%. El experimento TOCSY fue obtenido con un tiempo de mezclado de 80 ms mientras
que los experimentos NOESY se adquirieron con tiempos de mezclado de 150 y 300 ms. La
senal del agua fue eliminada mediante la secuencia de pulsos DPFGSE (double pulsed field

gradient spin echo)*.
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Los datos se obtenidos de los experimentos bidimensionales se procesaron en el programa
nmrPipe® y la interfaz nmrDraw. La asignacion de los sistemas de espin se realizé con el
programa CARA 1.5, utilizando la herramienta XEASY?°. La asignacion secuencial
completa se logré mediante la estrategia general descrita por Wiithrich*®. Una vez obtenidas
las restricciones de distancia a partir del espectro NOESY se realizan los calculos
estructurales en CYANA 2.137. A partir de las 20 mejores estructuras generadas por el
programa CYANA, se procede a realizar un afinamiento de la estructura tridimensional

mediante AMBER 16 en vacio y en disolvente explicito.

5.6.4 Pruebas de actividad en canales ionicos dependientes de voltaje

Se transfectaron células HEK 293T a 40-50% de confluencia usando Lipofectamine 2000
Invitrogen con plasmidos que expresan los canales de K' KCNQI1 y Shaker, se
cotransfectaron con GFP en una proporcion de de 1: 0.2 microgramos en placas de pléstico
para cultivo de tejido de 35 mm. Las mediciones se realizaron mediante la técnica de Patch
Clamp 24-48 h después de la transfeccion, utilizando pipetas de vidrio de borosilicato pulidas
al fuego (instrumentos Sutter) con resistencia de 3 a 5 mQ, rellenas con solucidn interna: 150
mM KCI, 5 mM EGTA, 1 mM CaCl, y 10 mM HEPES, pH 7.4 con KOH. Las soluciones
externas contenian: 150 mM NaCl, 5 mM KCIl, 1 mM CacCl,, 2 mM MgCl, y 10 mM HEPES
(ajustado a pH 7.4 con NaOH). Las mediciones se realizaron utilizando un amplificador
Axopatch 200B (Molecular Devices) a un potencial de retencion de -80 mV y aplicando
pulsos de -80 mV a -60 mV, adquiridos a 10 kHz con el software pCLAMP10 (Molecular

Devices) y filtrados en linea a 5 kHz.
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6 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 Optimizacion de la expresion de la neurotoxina -KTx 14.3

El plasmido pET-32a(+)/B-KTx 14.3 se introdujo en tres cepas diferentes de E. coli,
Rosetta™, BL21 (DE3)™ y C41(DE3)™, con la finalidad de evaluar cual de ellas tenia una
mayor expresion de la proteina de fusion en medio soluble. Para ello se realizaron cinéticas
de expresion a diferentes condiciones, en las cuales se evaluaron 3 parametros: temperatura
de expresion (18°C y 30°C), cepa (Rosetta™, BL21 (DE3)™ y C41(DE3)™) y concentracion
de IPTG (0.125 mM, 0.25 mM y 0.5 mM).

La temperatura a la cual la produccion de la proteina de fusion es mayor se fijo en 30°C. Se
determind que el tiempo Optimo de crecimiento se encuentra a las ocho horas, ya que después
de ese tiempo la banda correspondiente a la proteina de fusion comienza a desaparecer,
producto de la degradacion de ésta por la bacteria o a la formacion de agregados proteicos,
(figura XI). La cepa C41(DE3)™ mostr6 una mayor produccion de la proteina de fusion
debido a que dicha cepa contiene al menos una mutacién genética que previene la muerte
celular asociada con la expresion de proteinas toxicas recombinantes. La cepa de eleccion
para la expresion de la neurotoxina B-KTx 14.3 fue C41(DE3)™. Por otro lado, no se observo
que existiera influencia en la produccion de la proteina de fusion debido a la concentracion

de IPTG, por lo cual se decide utilizar la concentraciéon menor (0.125mM).
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PM Oh 1h 2h 3h 4h Sh 7h 8h 24h

26.6 KDa
22.3kDa,

17 KDa

14.4 KDa

6.5 KDa |

Figura XI. Cinética de expresion de la proteina de fusion soluble en la cepa de E. coli, C41(DE3)™. La
flecha roja indica el peso de la proteina de fusion de 22.3 kDa. (Gel desnaturalizante SDS-PAGE 15%)

Determinadas las condiciones Optimas para la expresion (30°C a 200 RPM por 8 horas, cepa:
C41(DE3)™ TPTG: 0.125mM) se realiza una expresion de mayor volumen (1.5L). El paquete
celular obtenido (2.33 mg/L de cultivo) es lisado (55 W durante 10 minutos, en intervalos de
30 sen “on” y 30 s en “off”) y centrifugado (16500 RPM, 4°C por 45 minutos) para separar

la fraccion soluble de la no soluble y fragmentos celulares para continuar la purificacion.

6.2 Purificacion por Cromatografia de Afinidad Metal-Quelato (CAMQ)

El sobrenadante obtenido se pas6 por una columna HiTrap® cargada con Ni?*, durante este
proceso la proteina de fusion fue retenida en la columna HiTrap® gracias a la etiqueta de
histidinas presente. Para eluir la proteina de interés se realizan lavados de diferentes

concentraciones de imidazol (figura XII).
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Figura XII. Purificacion por cromatografia de afinidad metal-quelato. En el primer carril (PM) se
muestran los marcadores de pesos moleculares en kDa. En el siguiente carril (Antes Hi-Trap) se
muestra el lisado antes de pasar por la columna y en los siguientes carriles (5-300 mM) se muestran las
diferentes concentraciones de imidazol con las cuales se eluye la proteina de fusién. (Gel
desnaturalizante SDS-PAGE 15%)

Como se observa en la figura XII, en las primeras fracciones correspondientes a 5 y 25 mM
de imidazol se eliminan de la columna las proteinas con afinidad baja y en las fracciones
correspondientes de 50 mM hasta 300 mM de imidazol se encuentra la proteina de fusion, por
lo cual se decide utilizar las primeras dos fracciones de imidazol como un lavado previo de
las proteinas con poca afinidad y realizar una elucion total con la fraccion de 300 mM de
imidazol con la finalidad de tener toda la proteina de fusion en una sola fraccion, facilitando

asi su posterior purificacion.

El paso siguiente es el corte enzimatico, por lo cual es necesario dializar la proteina de fusion
contra una disoluciéon amortiguadora de corte, ver Anexo Disoluciones. Una vez eliminado el
imidazol, la proteina de fusién se cuantifica utilizando el coeficiente de extincion molar
calculado mediante el servidor EXPASy ProtParam, el cual permite el célculo de pardmetros

fisicos y quimicos para una proteina o secuencia de aminoacidos determinada.
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6.3 Corte con Enteroquinasa
Conociendo la concentracion final de la proteina de fusion se buscan las condiciones Optimas
donde el corte enzimatico es mas eficiente, por lo cual se evaluaron las siguientes condiciones.

(tabla 1).

Tabla 1. Condiciones probadas para el corte enzimatico con enteroquinasa a 37°C.

Concentracion de Enteroquinasa Agente
p rote[z:{; Zj{]u ston [unidades/mg] Desnaturalizante
] 1 1 Ninguno
2 1 1 0.1% Tritén
3 1 0.5 Ninguno
4 1 0.25 0.1% Tritén
5 1 0.1 0.1% Tritén

El corte enzimatico mas eficiente ocurre en la condicion numero 3 de la tabla, sin la utilizacion
de agente desnaturalizante ya que no se observa una influencia favorable durante la reaccion
de corte por la adicion de este. Esta reaccion se verifica mediante electroforesis en gel como

se muestra en la figura XIII.
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PM Oh 2h 4h 6h 8h 12h 24h

Proteina de Fusion 22.3 kDa

T—

26.6 KDa

17 KDa

14.4 KDa

6.5 KDa BKTx 14.3 5.2 kDa

Figura XIII. Cinética de la reaccion de corte de la proteina de fusién utilizando enteroquinasa. En el
primer carril (PM) se muestran los marcadores de pesos moleculares en kDa. En el recuadro rojo se
observa la desaparicion de la banda correspondiente a la proteina de fusién. Se observa, en el recuadro
azul, la banda de intensidad creciente correspondiente a la neurotoxina B-KTx 14.3. (Gel
desnaturalizante SDS-PAGE 15%)

En la figura XIII se observa que el tiempo necesario para una mayor eficiencia en el corte
enzimatico ocurre a las 24 horas. Es importante sefialar que ademas de la banda caracteristica
correspondiente a la proteina de interés, se puede observar la presencia bandas de diferentes
pesos moleculares las cuales corresponden al residuo de corte, asi como a cortes inespecificos
realizados por la enzima. Se realiza una segunda cromatografia de afinidad metal-quelato,

donde la fraccion que no presenta afinidad a la columna serd la neurotoxina -KTx 14.3.

6.4 Cromatografia Liquida en Fase Reversa

Con la finalidad de concentrar la muestra, la fraccidon anterior se pasé por una columna en

fase solida Strata C18-T. La elucion se realizd con un gradiente de acetonitrilo/agua (10-100%

ACN). Se realiz6 el seguimiento mediante electroforesis en gel desnaturalizante (figura XIV).
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PM 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

26.6 KDa

17 KDa
14.4 KDa

6.5 KDa
BKTx 14.3 5.2 kDa

4

Figura XIV. Extraccién en fase sélida, gel desnaturalizante de poliacrilamida al 15%. En el primer
carril (PM) se muestran los marcadores de pesos moleculares en kDa. En el recuadro rojo se observa la
banda correspondiente a la neurotoxina B-KTx 14.3.

En la figura XIV, se observa que en la fraccion de 30% de ACN existe una banda la cual
podria corresponder a la neurotoxina -KTx 14.3. Esta fraccion se liofiliza y se purifica
utilizando una columna de fase reversa C-12 acoplada a un sistema HPLC, donde se observa

un solo pico que eluye en un tiempo de 14 minutos (figura XV).
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Figura XV. Cromatograma de la purificacion de la neurotoxina B-KTx 14.3. En linea punteada se
muestra el gradiente empleado durante la purificacién. La deteccién se realizé a una longitud de 230
nm.

El tinico pico que eluye es colectado y liofilizado. Posteriormente, se cuantifica, obteniéndose

un rendimiento de 2.33 mg de toxina por litro de cultivo.

6.5 Caracterizacion por Espectrometria de Masas (MALDI-TOF)

El andlisis confirma la obtencion de la neurotoxina 3-KTx 14.3 con una masa experimental
de 5260.24 Da, comparada con la masa teorica obtenida por el servidor ExXPASy ProtParam
de 5265.04 Da. La diferencia de masas nos permite asumir que la toxina obtenida se
encuentra en su forma oxidada, debido a que por cada enlace disulfuro formado debe existir
una diferencia de dos unidades de m/z. Si la toxina presenta tres enlaces disulfuro la masa
teorica de la neurotoxina 3-KTx 14.3 es 5259.04 Da. En la figura X VI, podemos observar el
pico para el ion molecular [M+H]" con una relacion m/z de 5260.24 Da, con lo cual se
confirma la obtencion de la proteina recombinante, la cual se encuentra formando tres enlaces

disulfuro.
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Figura XVI. Espectro de masas MALDI-TOF de la neurotoxina B-KTx 14.3. Es posible observar un
pico en una relacion m/z de 2629.06 Da, el cual corresponde a la proteina doblemente cargada.

6.6 Caracterizacion estructural por Dicroismo Circular (DC)

En la figura X VII, se observa el espectro de dicroismo circular de la neurotoxina $-KTx 14.3,
el cual presenta la forma y magnitud caracteristicas para una proteina con estructura
secundaria definida del tipo o/f, las cuales casi siempre tienen espectros dominados por
hélices a, por lo tanto, muestra bandas a 222, 208, y 190-195 nm. En ocasiones puede haber
un solo espectro ancho entre 210 y 220 nm debido a la suma de las contribuciones de las

hélices a y hojas f3.
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Figura XVILI. Espectro de dicroismo circular de la neurotoxina B-KTx 14.3 a una concentracion de
0.3mg/mL disuelta en agua milli Q.

El espectro de dicroismo muestra la contribucion de una proteina desestructurada en donde
frecuentemente se observa un minimo intenso a 200 nm y puede haber algunos méximos o

minimos débiles por encima de 210 nm debido a las partes de la proteina plegadas al azar.

Dado que el espectro de DC representa la suma de las contribuciones de estructura secundaria
presente en una proteina, se han desarrollado varios métodos para el analisis del contenido
de estructura secundaria en una proteina a partir de su espectro de DC. Dado lo anterior, se

utilizé el método SELCON3 en el servidor en linea Dichroweb*%4!,
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| Result || Helix1 | Helix2 | Strand1 | Strand2 | Turns |Unordered| Total |
[ Guess | 0.000 || 0.018 || 0.248 | 0.119 | 0.298 |[ 0.316 | 0.999 |
[ SVD | 0.047 || 0.053 || 0.039 | 0.029 | 0.086 || 0.129 | 0.383 |
| |
| |
| |

Convergent| 0.044 || 0.099 || 0.261 | 0.133 | 0.167 | 0.234 | 0.938
Stage2 || 0.044 | 0.099 | 0.261 | 0.133 | 0.167 | 0.234 | 0.937
final | 0.044 | 0.099 | 0.261 | 0.133 | 0.167 | 0.234 | 0.937

Tabla 2. Fraccién de estructura secundaria a partir de los datos experimentales de dicroismo circular de
la neurotoxina B-KTx 14.3, obtenidos del servidor en linea Dichroweb.

En la tabla 2, se muestra que la toxina recombinante contiene 4.4% de hélice a regular, 9.9%
de hélice a distorsionada (sefial de dicroismo diferente a hélice a regular), 26.1% de hoja 3
regular, 13.3% de hoja 3 distorsionada (sefial de dicroismo diferente a hoja 3 regular), 16.7%

de giros, y 23.4% de estructura desordenada.

6.7 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

El espectro de 'H de la neurotoxina B-KTx 14.3 muestra una amplia dispersion de sefales
entre 5-9 ppm correspondientes a los protones de amida de la cadena principal que se
encuentran en ambientes quimicos diferentes; asi como la dispersion caracteristica alrededor
de 0.9 ppm correspondiente a la proteccion de los metilos de las cadenas laterales (figura
XVIII). Esto confirma que la toxina recombinante presenta un plegamiento definido. De la
misma forma se puede observar una sefial correspondiente a un proton aromatico del
triptéfano (>10 ppm) lo cual concuerda con el tnico triptofano presente en la secuencia de

aminoacidos.
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Figura XVIIL Espectro de 'H de la neurotoxina B-KTx 14.3, obtenido a 25°C en un equipo Bruker
AVANCE III de 700 MHz donde se encuentra ampliada la regién de 5-9 ppm correspondiente a los
protones de amida.

Aunque el espectro unidimensional de RMN de 'H nos proporciona informacion del
plegamiento de la toxina, es incapaz de brindarnos informacién acerca de la estructura
tridimensional que presenta la misma, por lo que es necesario realizar experimentos

bidimensionales como COSY, TOCSY y NOESY.
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Se realizo la asignacion de 1591 sefiales nOe correspondientes a 46 de 48 sistemas de espin
traslapando el experimento TOCSY vy el experimento NOESY de 300ms. Por ejemplo, para
encontrar el primer sistema de espin el primer paso consiste localizar una senal TOCSY
dispersa la zona de los protones del carbono a (Ho, Cys 42, figura XIX) e identificar el sistema
de espin al que corresponde la sefial TOCSY seleccionada. Un sistema de espin es un patrén
caracteristico para cada aminoacido, ver Anexo Patrones TOCSY, por lo que con ayuda de la
estructura primaria de la proteina es posible determinar de qué aminoécido se trata. Una vez
identificado el sistema de espin se procede a realizar la asignacion secuencial; ésta consiste
en buscar sefiales NOE en el mismo desplazamiento quimico de las sefiales TOCSY de la
cadena lateral para el aminodacido 7, una vez encontradas las senales que se reflejan estaremos
en el desplazamiento quimico del NH para el aminoacido i+/ (NH Val 43), desplazamiento
en el cual debemos encontrar una sefial TOCSY y asignar un sistema de espin para i+/.
Finalmente, las sefiales NOE restantes corresponden a la interaccion de nticleos alejados en
la secuencia; pero espacialmente proximos entre ellos, lo que impone restricciones de
distancia necesarias para el célculo de la estructura tridimensional de la proteina (figura

XIX).
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Figura XIX. Interpretacion de los experimentos TOCSY (contornos en negro) y NOESY (contornos en rojo). Asignacion secuencial entre C42 y V43.
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Con ayuda del espectro 'H-'H NOESY es posible determinar la conectividad de las cisteinas
que se encuentran formando un enlace disulfuro, ya que se observa una correlacion entre los
protones beta (Hg) de las cisteinas que se encuentran formando dicho enlace. Con ello se
pudo determinar la conectividad (C1-Cs), (C2-Cs) y (C3-Cs). A manera de ejemplo, en la
figura XX, se muestra las sefiales que dan lugar a la formacion del enlace disulfuro entre la

cisteina 26 (C3) y la cisteina 42 (Cs).
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

3 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 3.1f2(3.0 )2.9 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18
ppm

Figura XX. Interaccion de los protones beta de las cisteinas 26 y 42, formacion del enlace C3-Ce.
Experimento TOCSY (contornos en negro), experimento NOESY (contornos en rojo).

Una vez asignados la mayoria de los sistemas de espin de la proteina y empleando las sefiales
en el experimento NOESY de 150 ms, la estructura tridimensional se calculé utilizando el
programa CY ANA. Se calcularon 400 estructuras, de las cuales son elegidas las 20 estructuras
que mejor satisfacen las restricciones experimentales. En la figura XXI, se muestran las
restricciones angulares y de distancia a corto, mediano y largo alcance obtenidas por el

programa CYANA utilizadas para la obtencion de la estructura tridimensional.
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Dichas restricciones se obtienen en el grafico de Ramachandran, donde se muestra la
distribucion de los angulos diedros ¢ y ¢ de la proteina en los 20 modelos estructurales
calculados por CYANA (figura XXI). Se obtuvo un 57.6% de los angulos diedros en regiones
muy favorecidas, 42.1% en regiones adicionalmente permitidas, 0.2% en regiones
generosamente permitidas y 0.0% en regiones no permitidas. Las estructuras se obtuvieron

con un RMSD de 1.54A del aminoacido 2 al 47.

180
Restricciones de Neurotoxina B-KTx
distancia 14.3
Total 579 90
Corta_ qlstanma 384
li-jl<1
Mediana distancia
1<lisji<5 — Y 0 .
Largz? fjistancia 38
li-jI>=5
RMSD 1.54 90

-180
-180 -90 0 90 180

Figura XXI. Grifico de Ramachandran para las 20 estructuras calculadas por CYANA. Las zonas en
azul marino son favorecidas, las zonas en morado son adicionalmente permitidas, las zonas en morado
claro son generosamente permitidas y las zonas en blanco son no permitidas.
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La estructura obtenida exhibe el motivo estructural CS-o/p formada por una hélice o (Cys22-
Lys29) unida a una hoja [ antiparalela formada por dos hebras (Gly33-Glu36) y (Asp39-
Cys42), estabilizada por 3 enlaces disulfuro (figura XXII).

N-terminal

C-terminal

Figura XXII. Alineamiento de las 20 estructuras obtenidas mediante el programa CYANA para la
neurotoxina B-KTx 14.3.

Es importante sefialar todas las interacciones que dan pie a la formacion de los elementos de
estructura secundaria presentes en la toxina. En la figura XXIII, se esquematizan todas las
interacciones observadas para la formacion de hélice o, HN-HN(4,i+2) en , Ho-
HN(1,i+2) en rojo, Ho-HN(1,i+3) en rosa, He-Hp(1,i+3) en anaranjado y He-HN(1,i+4) en azul;
asi como los puentes de hidrogeno que estabilizan la formacion de hebras B dentro de la
proteina en verde. Es posible observar que la hélice o que se forma corresponde a una hélice

3.613, en decir, existen 3.6 residuos por vuelta y 13 4tomos involucrados.
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Figura XXIII. Interacciones mas importantes para los elementos de estructura secundaria presentes en la toxina, en (a) hélice o
y en (b) hebra f.
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Por ultimo, se realizd el afinamiento por dindmica molecular para el conjunto de estructuras
calculadas por CYANA. Mediante el programa AMBER 16, se simula un calentamiento a
todo el sistema (10000 K), tal que, la proteina adquiera la suficiente energia para explorar una
amplia gama de configuraciones. A medida que el sistema se enfria los cambios estructurales
avanzan hacia el minimo de energia global. De esta manera el programa utiliza las
restricciones de distancia del espectro NOESY de 150 ms y nos permite obtener una estructura

mas realista que toma en consideracion las interacciones con el disolvente (agua).

La estructura de minima energia obtenida mediante el programa AMBER 16 se muestra en la
figura XXIV, con lo cual se confirma la presencia del motivo estructural caracteristico CS-

o/B.

N-t inal )
ermina A) N-terminal

C-terminal C-terminal

Figura XXIV. Estructura terciaria de la neurotoxina En A) se muestra la estructura terciaria de la
neurotoxina 3-KTx14.3 donde también es posible observar en la superficie de potencial electrostatico
de la toxina, en B) se muestra el alineamiento de las 20 estructuras de menor energia haciendo énfasis
en el motivo estructural.

Aunque el RMSD global de la toxina es 1.54 A, el motivo CS-a/P se encuentra en un valor

mas adecuado con un RMSD de 0.23 A.
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N-terminal

C-terminal

Figura XXYV. Estructura tridimensional de la neurotoxina B-KTx 14.3, en amarillo se observan los enlaces
disulfuro. La toxina exhibe el motivo estructural caracteristico.

En la figura XXV, se muestra la estructura tridimensional de la neurotoxina B-KTx 14.3
recombinante con lo cual se confirma los diferentes elementos de estructura secundaria
presentes. Es posible observar la conectividad de enlaces disulfuro determinada mediante el
andlisis de los espectros bidimensionales de RMN. La proteina presenta un segmento N-
terminal desestructurado, ¢l cual se cree confiere actividad citolitica a la toxina, asi como un
segmento C-terminal con el motivo caracteristico CS-o/f3 responsable de la capacidad de

bloqueo del canal de potasio (K*).

Pruebas de actividad en canales ionicos dependientes de voltaje

La capacidad bloqueadora de la toxina se evalu6 en células HEK 293T para la expresion de
un solo tipo de canal de K" dependiente de voltaje (Shaker/Kvi.2 y KCNQI1/Kv7.1). El

estudio electrofisiologico de la neurotoxina 3-KTx 14.3 redujo la corriente en un 9% a través

del canal Shaker/Kvi.2'y 48% a través de Kv7.1 auna concentracion de 22uM (figura XXVI).
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Figura XXVI. Efecto de la neurotoxina B-KTx 14.3 en 1) Shaker/Kv1.2 y en 2) KCNQ1/Kv7.1. En A son corrientes voltaje contra corriente Control, B en
presencia de la toxina [22 pM], en C son los puntos graficados de A y B. En D, es un trazo control a 20 mV (negro) y en presencia de la toxina (gris).
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Se observo el bloqueo selectivo al canal Shaker/Kvi.2 de la neurotoxina B-KTx 14.3 con una
capacidad de bloqueo de la corriente eléctrica de 9%. Aunque el bloqueo del canal

Shaker/Kv1.2 no es eficiente, corresponde con lo hasta ahora reportado®?.

Estudios previos indican que este tipo de toxinas presentan un bloqueo selectivo a canales de
potasio (Kv1.x) con bajas afinidades*. La toxina o-KTx 8.6 (MeuTXKa.1), perteneciente a
la familia a-KTx, es una excepcion a la regla?, la cual es un inhibidor altamente selectivo
(uM) a canales de potasio (K*) que también es selectivo al canal KCNQI. Debido a la
similitud de actividades se decidi6 probar la neurotoxina B-KTx 14.3 en este canal, aunque

solo presentan un 17.6% de identidad.

S5 Region del Poro Sé6

P51787 KCNQ1l_HUMAN 280 VYLAEKDAVNESGRVEFGSYADALWWGVVTVTTIGYGDKVPQTWVGK 325
P16389 KCNAl.2 HUMAN 346 VYFAEADE----RESQFPSIPDAFWWAVVSMTTVGYGDMVPTTIGGK 388

Figura XXVII. Alieamiento de secuencias de canales KCNQ1 y Kv1.2.

En la figura XXVII, se muestra que el canal KCNQI tiene una Lys318 justo después del
motivo “GYGD” conservado*’ en la region de poro. Dado que esta diferencia se encuentra en
la region del filtro de selectividad del canal, la presencia de un aminoécido con carga positiva
podria ser responsable del aumento de la capacidad bloqueadora de la toxina observado
experimentalmente en el canal KCNQI.

La neurotoxina 3-KTx14.3 presenta un punto isoeléctrico (pl) igual a 5.13, calculado por el
servidor ExXPASy ProtParam. Si la interaccion ocurre a un pH fisiologico (7.4), los grupos
ionizables de la toxina cargados negativamente podrian interaccionar con la Lys318 en la
region del poro, explicando asi los resultados obtenidos. La via de reconocimiento del canal
probablemente implique la interaccion de residuos basicos (Lys) bloqueando el poro del
canal; mientras que los residuos acidos (Asp y Glu), podrian interactuar con la Lys318 cerca
del filtro de selectividad®.

Se requieren mayores estudios para poder definir mejor la forma de interaccion de esta toxina

con el canal.
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7 CONCLUSIONES

Se obtuvo la neurotoxina B-KTx 14.3 recombinante a partir de un sistema heter6logo.

Fue posible determinar la primera estructura tridimensional de un péptido completo de la clase
2, de la subfamilia B-KTx a pesar del gran traslape encontrado en los espectros de RMN
bidimensionales. Con lo anterior se inicia un mayor entendimiento de la relacion que existe

entre la funcion y estructura de estas toxinas.

La proteina presenta un segmento N-terminal desestructurado (Ilel-Trp21), asi como un
segmento C-terminal conformado por una hélice a (Cys22-Lys29) y una hoja 3 antiparalela
formada por dos hebras (Gly33-Glu36) y (Asp39-Cys42), estabilizada por mediante tres

enlaces disulfuro.

La conectividad de los enlaces disulfuro (Ci-Cy), (C2-Cs) y (C3-Cs) se determind con la
interpretacion de los espectros de RMN. Lo cual corresponde a la conectividad de la

subfamilia B-KTx a la cual pertenece.
Se observo el bloqueo selectivo al canal Shaker/Kv1.2 y KCNQ1/Kv7.1 con una capacidad

de bloqueo de la corriente eléctrica de 9% y 48%, respectivamente, a una concentracion de

22 uM.
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9 ANEXOS

Espectros Bidimensionales
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Figura XXVIII. Espectro de RMN TOCSY de 80ms, de la neurotoxina B-KTx 14.3 obtenido a 25° C en
un equipo Bruker AVANCE III de 700MHz disuelta en una mezcla de H20/D20 95/5%.
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Figura XXIX. Espectro de RMN NOESY de 300ms, de la neurotoxina B-KTx 14.3 obtenido a 25° C en
un equipo Bruker AVANCE III de 700MHz disuelta en una mezcla de H20/D20 95/5%.
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Medio LB (Luria

Bertani)

Tripsina 10 g/L

Extracto de Levadura 5g/L
Cloruro de Sodio 10g/L

Medio LB Solido

Tripsina 10 g/L

Extracto de Levadura 5g/L
Cloruro de Sodio 10g/L
Agar 10g/L

Disoluciones

Solucion

Amortiguadora de

Lisis

Tris 50 mM

NaCl 300 mM

Imidazol 20 mM

pH=28

Solucion

Amortiguadora de

Elucion

Tris 50 mM

NaCl 300 mM

Imidazol (25, 50, 75, 100,
300y 500 ) mM

pH=28

Solucion

Amortiguadora de

Corte
Tris 50 mM

1mM CaCl,

pH=28
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Familia B-KTx

ANEXOS

Clase 1

P69939|KBX1_ANDAU 1 ===-MQORNLVVLLFLGMVALSSCGLREKHVQKLVKYAVPVGTLRTILQTVVHKVGKTQFGCPAYQGYCDDHCQDIKKEEGFCHGFKCKCGIPMGF--- 91
BBXH40IKBX1_BUTOS 1 ~=-=--MQRNLVVLLLLGMVALSSCGLREKHFQKLVKYAVPESTLRTILQTAVHKLGKTQFGCPAYQGYCDDHCQDIKKEEGFCHGMKCKCGIPMGF--- 91
Q9N661|KBX1_MESMA 1 ===-MQRNLVVLLFLGMVALSSCGLREKHFQKLVKYAVPEGTLRTIIQTAVHKLGKTQFGCPAYQGYCDDHCQDIKKEEGFCHGFKCKCGIPMGF~-~-~- 91
QSGBAGIKBX]_TITCO 1l ==--MERKLALLLFLGMVTLASCGLREKHVQKLVAL-IPNDQLRSILKAVVHKVAKTQFGCPAYEGYCNNHCQDIERKDGECHGFKCKCAKD=====~ 87
QOGY44IKBX1_TITDI 1 ---MERKLALLLLLGMITLASSGLREKHVQKLVTL-IPNDTLRSIMKTIVHKLAKTQFGCPAYEGYCMNHCQDIERHDGSCHGFKCKCEKS-==~~~ 87
P69940|KBX1_TITSE 1 ==-MERKLALLLILGMVTLASCGLREKHVQKLVAL-IPNDQLRSILKAVVHKVAKTQFGCPAYEGYCNDHCNDIERKDGECHGFKCKCAKD=====~ 87
POC2F3IKBX1_TITST ] eecccccccccccccccccccccccccces KLVAL-IPNDQLRSILKAVVHKVAKTQFGCPAYEGYCNDHCNDIERKDGECHGFKCKCAKD ===~~~ 60
QOGY46|KBX1_TITTR 1 =---MERKWALLLFLGMVTLVSCGLREKHVQKLVAL-IPNDTVRSILKAVVHKAAKTQFGCPAYEGYCNNHCQDIKRKDGECHGFKCKCAKD====~~ 87
POCI49IKBX11_LYCMC 1 MQAKRTILLLLLLGMVALSSCGLREKHVQGLVNKFVPAGIVKNLLQAGIHKVAKMQYGCPIIKDYCSFHCNDLEKHEGYCHGTKCKCNIPNQYELF 96
A9XE60|KBx11_MESEU 1 ~--MQRNLVVLLFLGMVALSSCGFREKHFQRFVKYAVPESTLRTVLQTVVHKVGKTQFGCPAYQGYCDDHCQDIEKKEGFCHGFKCKCGIPMGF--- 91
A9XES9|KBX12_MESEU 1 -=MQRNLVVLLFLGMVALSSCGFREKHFQRFVKYAVPESTLRTVLQTVVHKVGKTQFGCSAYQGYCDDHCQDIEKKEGFCHGFKCKCGIPMGF--- 91
D902A7|KBX17_LYCMC 1 MQAKRTILLLLLLGMVALSSCGLREKHVQGLVNKFVPAGIVKNLLQAGIHKVAKMQYGCPIIKDYCSFHCNDLEKHEGYCHGTKCKCNIPNQYELF 96
AOA059UI30|KBX1_MESGB 1 MQRNLVVLLFLGMVALSSCGLREKHFQKLVKYAVPEGTLRTIIQTAVHKLGKTQFGCPAYQGYCDDHCQODIKKQEGFCHGFKCKCGIPMGF--- 91

* * *x * * ** *x **x * * * kK ok kK

Clase 2

QOGY41|KBX2_HOFGE 1 ----MAKSFFAAFLIIMLISSLVDGK--STVGQKLKKKLNQAVDKV----KEVLNKSEYMCPVVSSFCKQHCARLGKSGQCDLLECICS—=--- 79
POCHS7|NDBSI_MESEU 1 --MMKQQFFLFLAVIVMISSVIEAGRGREFMSNLKEKLSGVKEKMKNSWNRLTSMSEYACPVIEKWCEDHCQAKNAIGRCENTECKCLSK=--~ 88
Q9NJC6|KBX2_MESMA 1l =-=-MMKQQFFLFLAVIVMISSVIEAGRGKEIMKNIKEKLTEVKDKMKHSWNKLTSMSEYACPVIEKWCEDHCAAKKAIGKCEDTECKCLKLRK- 90
QOGY42IKBX2_TITCO ] crmmrrrr e rrrrrcrrrrrccrrrrcc e e —— KIKSGWERLTSESEYACPAIDKFCEDHCAAKKAVGKCDDFKCNCIKL--- 47
QOGY43IKIK2_TITDI 1 MVATNRCCVFALLVALLLIHSLAEAGKGKEVLGKIKNKLVEVKEKIKAGWDKLTSKSEYACPVIDKFCEDHCAAKNAIGKCDDFKCQCLNS=-~~ 91
POC8W4IKBX2_TITST 1 MVATNRCCVFALLFALLLVHSLTEAGKGKEILGKIKEKIIEAKDKMKAGWERLTSQSEYACPAIDKFCEDHCAAKKAVGKCDDFKCKCIKL--- 91
P86822|KBX2_TITSE 1 MVATNRCCVFALLFALLLVHSLTEAGKGKEILGKIKEKIIEAKDKMKAGWERLTSQSEYACPAIDKFCEDHCAAKKAVGKCDDFKCNCIKL--~ 91
QOGY45IKBX2_TITTR 1 MVATNRCCVFALLFALLLVHSLTEAGKGKEVLGKIKDKLIEAKDKIKSGWERLTSQSEYACPAIEKFCEDHCAAKKAVGKCDDFKCNCIKL=-=-- 91
POCJ45|KBX21_LYCMC 1 ----MKQYIFFLALIVLTATFAEAGKKTEILDKVKKVFSKAKDKVLAGVEDLNNMSELGCPFIDKWCEDHCDSKKLVGKCENFDCSCVKLGGK 89
D9U2B1 |KBX22_LYCMC 1 ----MKQYIFFLALIVLVSTFAEAGKKTEILDKVKKVFSKAKDKILAGVEDLNNMSELGCPFIDKWCEDHCESKKLVGKCENFDCSCVKLGGK 89
POCI42|KBX23 LYCMC 1 =---MKQYIFFLALIVLTATFAEAGKKTEILDKVKKVFSKG----IAGVADLNNMSELGCPFIEKWCEDHCESKKQVGKCENFDCSCVKLGGK 85
C62ZH27|KBX27_LYCMC 1 ----MKQYIFFLALIVLVSTFAEAGKKTEILDKVKKVFSKG----IAGVADLNNMSELGCPFIEKWCEDHCESKKQVGKCENFDCSCVKLGGK 85

** *x * *x * * * *

Clase 3

QOGY40IKBX3_HOFGE 1 MNTKLTVLCFLGIVTIVSCGWMSEKKVQGILDKK======= LPEGIIRNAAKAIVHKMAKNQFGCFANVDVKGDCKRHCK~AEDKEGICHGTKCKCGVPISYL-~- 95
POC2F4IKBX3_HETLA 1 MNSKLTALIFLGLVAIASCGWINEEKIQKKIDEK-====== IGNNILGGMAKAVVHKLAKGEFQCVANIDTMGNCETHCQKTSGEKGFCHGTKCKCGKPLSY~-~-~ 95
C5J891IKBX3_OPICY l] —————————————————r—rr e GLIHKVTKVQQLCAFNQDMAGWCEKSCQAAEGKNGYCHGTKCKCGKPLSYRRK 53
956972|KBX3_PANIM 1 MNSKLTALIFLGLIAIAYCGWINEEKIQKKIDER======= MGNTVLGGMAKAIVHKMAKNEFQCMANMDMLGNCEKHCQ-TSGEKGYCHGTKCKCGTPLSY~-~-~ 94
986121IKBX3L_0PICY 1] e GWINEEKIQKKIDEP= = - e e ——— 15
QSWR03IKBX31_0PICA 1 MNNKLTALIFLGLLAIASCKWFNEKSIQNKIDEK-—-===—— IGKNFLGGMAKAVVHKLAKNEFMCVANVDMTKSCDTHCQKASGEKGYCHGTKCKCGVPLSY--- 95
POCBWSIKBX32_HOFGE 1 --MKLTILILLVITSFCSCGILREKYAHKAIDVLTPMIGVPVVSKIVNNAAKQLVHKIAKNQQLCMFNKDVAGWCEKSCQQSAHQKGYCHGTKCKCGIPLNYK~-~- 101
QSWROIIKBX32_OPICA 1 MNNKLTALIFHGLLAIASCKWLNEKSIQNKIDEK-====== IGKNFLGGMAKAVVHKLAKNEFMCMANMDPTGSCETHCQKASGEKGYCHGTKCKCGVPLSY-~-~ 95
QSWQZ7IKBX33_0PICA 1 MNNKLTALIFLGLLAIASCKWLNEKSIQNKIDEK-—-—=———-— IGKNFLGGMAKAVVHKLAKNEFMCVANVDMTKSCDTHCQKASGEKGYCHGTKCKCGVPLSY--- 95
QSWQZ9IKBX34_0PICA 1 MNNKLTALIFLGLLAIASCKWLNEKSIQNKIDEK-====== IGKNFLGGMAKAVVHKLAKNEFMCVANIDMTKSCDTHCQKASGEKGYCHGTKCKCGVPLSY--- 95

Figura XXX. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de las tres clases de la familia B-KTx. En amarillo se encuentra resaltada la secuencia de la neurotoxina
B-KTx 14.3, en azul las cisteinas presentes en cada secuencia, los asteriscos en rojo indican posiciones que tienen un solo residuo totalmente conservado.
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