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RESUMEN

El veneno del alacrdn Centruroides noxius Hoffmann ha sido objeto de numerosos estudios por parte del
grupo del Dr. Possani (Possani L.D. y cols.1981, Possani L.D. y cols.1982, Valdivia H. y cols. 1988,
Zamudio F. y cols. 1992, Gurrola G. y cols. 1992, Vaca L. y cols. 1993, Vdzquez A. y cols. 1993). Dada la

importancia médica y favorecidos por contar en el pafs con esta especie de al el dio de
C.noxius (colectado en el estado de Nayarit) se ha desarrollado de manera amplia dentro del grupo,
do de rizar los péptidos que p! acci6én biolégica a nivel de canales i6nicos.

Con la ayuda de métodos cromatogréficos a través de columnas de filtracién molecular, intercambio
i6nico y cromatografia liquida de alta presién (CLAP), se aislaron varios péptidos que presentan
con la Noxi ina (NTX), un péptido basico de 39 amil idos con actividad sobre canales

de K*, Ensayos i imdticos (ELISA) con el empleo de anticuerpos poli y

dirigidos contra NTX permitieron identificar a través de los pasos de purificacién los péptidos

semejantes a la NTX.

Asfmismo la caracterizacién quimica por medio de andlisis y de ami; idos, confirmaron la
gran homologia a nivel de estructura primaria que presentan algunos de éstos péptidos con la NTX.

ido la ia N-terminal de 6 péptidos semejantes a NTX, asf como la
que dada su h logfa con NTX se ha llamado NTX-
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secuencia complc(a de aminodcidos de un pép
2. Con éste péptido se realizaron dios de despl i de (125[)NTX en una preparacién de
rnombrana; de cerebro de rata, Los resultados obtenidos sugieren que la NTX-2 compite con baja
afinidad por el sitio de unién a NTX.

Avin cuando la h logi: da en la ia de aminodcidos entre la NTX y NTX-2 es elevada

(cerca del 67%) el efecto t6xico de la NTX-2 sobre mamiferos a diferencia de la NTX es nulo. Sin
b al los yos de toxicidad sobre i (grillos), se observé un efecto que segiin la

B
como al téxico. De igual manera éste péptido no

d,

logfa f da puede

presento ningiin efecto téxico sobre crustéceos (acociles), a las concentraciones ensayadas.
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RESUMEN

El veneno del alacrén Centruroides noxiws Hoff: ha sido objeto de numerosos estudios
por parte del grupo del Dr. Possani (Possani L.D. y cols.1981, Possani L.D. y cols.1982,
Valdivia H. y cols, 1988, Zamudio F. y cols. 1992, Gurrola G. y cols. 1992, Vaca L. y cols. 1993,
Vazquez A. y cols. 1993). Dada la importancia médica y favorecidos por contar en el pafs con
esta especie de alacrén, el estudio de C.noxius (colectado en el estado de Nayarit) se ha
desarrollado de manera amplia dentro del grupo, tratando de caracterizar los péplidos que
presentan accién bioldgica a nivel de canales idnicos.

Con la ayuda de métodos cromatograficos a través de columnas de filtracién molecular,

intercambio i6nico y cr grafia liquida de alta p (CLAP), se aislaron varios
péptidos que pr ji con la Noxi ina (NTX), un péplido bdsico de 39
amino4cidos con actividad sobre canales de K+. Ensayos i imdticos (ELISA) con el

empleo de anticuerpos policlonales y monoclonales dirigidos contra NTX permitieron
identificar a través de los pasos de purificacidn los péptidos semejantes a la NTX.

Asimismo la caracterizacién quimica por medio de andlisis y secuencia de aminodcidos, se
confirmé la gran homologfa a nivel de estructura primaria que presentan algunos de éstos
péptidos con la NTX.

Hasta el to se han obtenido la ia N-terminal de 6 péptidos semejantes a
NTX, asf como la secuencia completa de aminodcidos de un péptido que dada su homologfa
con NTX se ha llamado NTX-2. Con éste péptido se real dios de despl ¢
de [125]) NTX en una preparacién de membranas de cerebro de rata. Los resultados obtenidos
sugieren que la NTX-2 compite con baja afinidad por el sitio de unién a NTX.

Atin cuando la homologia p tada en la ia de aminodcidos entre la NTX y NTX-2
es elevada (cerca del 67%) el efecto t6xico de la NTX-2 sobre mamiferos a diferencia de la
NTX es nulo. Sin embargo, al efectuar los ensayos de toxicidad sobre insectos (grillos), se
observé un efecto que segiin la si logia p da puede considerarse como
altamente téxico. De igual éste péptido no p ningiin efecto téxico sobre
crusticeos (acociles), a las concentraciones ensayadas.

Actualmente se est4 tratando de determinar la posicién de los puentes disulfuro, asf como
su actividad sobre canales de potasio mediante ensayos electrofisiolégicos.




1- INTRODUCCION
1. GENERALIDADES

A) ANTECEDENTES HISTORICOS

El alacrén o escorpién es uno de los organismos mis antig que se ¢ su p i
sobre 1la tietra se remonta a los 450 millones de aiios. Su registro fésil data del perfodo
siliirico. Se supone evolucionaron de los euriptéridos, segiin evidencias paleontoldgicas.
Los escorpiones siliiricos fueron acudticos, posefan branquias y no tenfan pinzas tarsales.
Nuevas evidencias han confirmado que la tradicional divisién de quelicerados dentro del
grupo principal acudtico Merostomata (Xifopstiridos y Euriptéridos) y el principal grupo

terrestre Ardcnida b sus dif ias en pref ias amb I

La interpretacién de escorpiones fésiles como seres acudticos no se basa tinicamente en el
descubrimi de agallas. La sedi logfa y fauna asociada proveen una buena
evidencia de que algunos géneros, como Pal pius y Palaeph . fueron igualment
marinos (Briggs D.E.G. 1987).

Si bien abund hoy, los al han quedado restringido en gran medida a zonas

tropicales y subtropicales. En México, el estudio sobre los efectos farmacolégicos de algunos
venenos de alacranes mexicanos se remonta hasta hace 50 affos, con los estudios realizados
en 1944 por el grupo del Dr. del Pozo. Aiin cuando existen reportes desde 1809 por
Altamirano, éstos se refieren principalmente a descripciones de slntomalologfa y efectos
folégicos p dos por p picadas por alacranes.

Por otro lado, a partir de 1977 el grupo del Dr. Possani ha publicado una serie de articulos
sobre la caracterizacién bioquimica del veneno de alacranes tanto mexicanos como
sudamericanos (Possani L.D. 1983).

Las toxinas que acttian sobre canales de sodio fueron las primeras moléculas con actividad
blolégica estudiadas a partir del veneno de alacrén (ver rev. por Zlotkin E. y col. 1978,
Rochat H. y cols. 1979). Las toxinas que actuan sobre canales de K+ fueron estudiadas hasta
1982 cuando Carbone y cols. describieron el efecto de un péptido purificado (Possani L.D. y
cols. 1982) del veneno del alacrAn mexicano Centruroides noxius, llamado posteriormente

Noxiustoxina (NTX).




B) CLASIFICACION BIOLOGICA DE LOS ALACRANES

Pertenecientes al reino Animal, sub-reino M filo Artrépoda, sub-filo Quelicerata,
clase Arachnida, orden Scorp los al o escorplones se dividen en 6 familias:
Buthidae, Chactidae, Scorp dae, Diplocentridae, Vejovidae y Bothriuridae (ver Keegan
H.L. 1980). De ellas Buthid. prende 48 gé y unas 500 especies y es la mds grande y

ampliamente distribuida de las famillas de escorpiones. Como ejemplos podemos citar los
géneros: Buthus, Androctonus, Leinurus, Buthotus, Centruroides, Tityus, Parabuthus y
Mesobuthus.
De las 28 especies reconocidas del género Centruroid, i en México, slete son
derad. para el hombre, entre las cuales han sido estudiadas: Centruroides
sculpturatus Ewing (Babin y cols. 1974, Fontecilla-Camps y cols. 1980, Pete J.M. y cols 1992),
Centruroides suffusus suffusus (Couraud 1979), Centruroides elegans Thorell (Possani L.D.
y cols. 1978), Centruroides limpidus limpidus (Alagén A.C. and Possani L.D. 1983, Glizman
S.H. 1984, Alagém A.C. y cols. 1988, Balderas C.A. 1988.), Centruroides limpidus tecomanus
Hoffmann (Possani L.D. 1980, Ramirez A.N. y cols. 1988, Martin B.M. y cols. 1988) y
Centruroides noxius Hoffmann (Possani L.D. y cols.1981, Carbone E. y cols.1982, Sitges M. y
cols. 1986).

C) COMPOSICION DEL VENENO DE ALACRAN

El veneno de los alacranes se compone principalmente de protefnas y péptidos de diferentes
pesos moleculares, aminodcidos libres, sales inorginicas, nucleStidos y lipidos. El veneno de

los alacranes para el h prictic carece de del tipo p

y fosfolip fosfodi a o con actividad fibrinolitica, pero posee una cantidad

considerable de actividad hialuronidisica (por ejemplo el del alacrdn Tityus
serrulatus Lutz y Melo) (Possani L.D. y cols. 1977,Alagén A.C. y Possani L.D. 1983).
Asimi: tiene toxinas con disti actlvidades biolégicas entre las que se encuentran

las neurotoxinas; el término neurotoxina se refiere a aquellas proteinas o polipéptidos que
con el si nervioso (Babin D. y cols. 1974), También estdn presentes

inter

que en a tejidos excitables de i o crusticeos.

Los componentes del veneno han sido sujetos a una extensa investigacién por dos razones



principales: Ptimero, independientemente de su origen, los v [ yen exquisi
herramientas para investigar sist fisioldgicos. Segunde, la elucidacién del principlo
téxico presente en los venencs puede ser de gran ayuda en el desarrollo de medios

y piq de P

especificos para proteger al hombre contra
(Ménez A. y cols. 1992).

El estudio bioquimico sistemético de Jos dif comp tes del de alacré
puede llevar a descubrir diferencias funcionales y estructurales importantes entre péptidos
homélogos, como es el caso de Ja noxiustoxina NTX, uno de los componentes minoritarios
(cerca del 1%) del veneno de C. noxius y péptidos semejantes.

En forma muy general las toxinas de alacrdn son moléculas muy compactas y termoestables.

Se pueden hervir d te 5 mi y la estruct vuelve a replegarse
tridimensionalmente conservando su toxicidad (Possani L.D. y cols. 1981b). De la misma
manera conservan sus propiedades bajo condici extremas de pH y a tratamientos

drésticos con urea (a concentraciones de hasta 9.5 M) (Hab C. and Sampieri 1976).

D) CLASIFICACION DE LAS TOXINAS

Los de alacrd i una variedad de toxinas que actdan de muy diversas
maneras a nivel molecular sobre canales i6nicos y con una marcada diferencia en la
especificidad. Se han realizado diversos intentos para agrupar a las toxinas dentro de

familias de acuerdo a sus propiedades toxicolégicas, relaci do sus sec fas y
composicién de aminoAcidos, ali iento 6ptimo, etc. Sin embargo, hasta el momenlo
no se ha logrado una clasificacién g | que englobe a todas las toxinas basindose en las

caracleristicas antes mencionadas, asi como en sus caracteristicas inmunolégicas y
evolutivas (Dufton M. y cols. 1984, Tyson H. 1992).

En base a su estructura primaria las de alacrén pueden dividirse dentro de tres
categorfas principales: Toxinas de cadena larga constituidas de 61-70 residuos de
aminodcidos estabilizadas por cuatro puentes disulfuro y con alta afinidad por canales de
sodlo en mamfferos; toxinas de cadena corta, las cuales son protefnas de 36-39 residuos
estabilizados por tres puentes disulfuros que actidan sobre canales de potasio en mamiferos y
aquéllas especificas a insectos constituidas de 60-74 residuos, estabilizadas por 2 a 4 puentes
disulfuro ( Zlotkin E. y cols. 1978, Possani L.D. 1983 y Possani L.D. 1984).




E) ESTRUCTURA DE LAS TOXINAS

El nimero, naturaleza quimica y orden de la secuencia de aminoicidos en una cadena
protefca determinan la estructura distintiva y las caracteristicas quimicas de
Por esta razén, una apreclacién de las propiedades
isito para el entendimiento de las posibl

P de cada p
fmi de los inodcidos es pre-

1 1

estructuras tridl ionales de las p y del posible papel biolégico o funcién que
desempefian.

La conformacién nativa de las protel es determinada por interacciones entre un
polipéptido y su microamb acuoso, en el cual el polipéptido adquiere ura estructura
tridi tonal muy pleji

Existen cuatro niveles de estructura que influyen en la conformacién funcional biol6gica de
las proteinas. Tres de éstos niveles estructurales ( estructura primaria, secundaria y terciaria)

pueden existir en moléculas compuestas por un simple cadena polipeptidica, sin embargo la
estructura cuaternaria involucra interacciones de polipéptidos dentro de una molécula
proteica multi-cadena.

Las toxinas a mamiferos que constituyen el primer y mayor grupo de toxinas de alactan son
muy similares entre s (esto es entre toxinas que achian sobre un mismo tipo de molécula

blanco) en la estructura primaria, longitud de cadena, rearreglo y estabilizacién de la

estructura tridimensional, la cual de alguna manera g el reconocimi de un sitio
especial de unién en membranas excitables de mamfferos; sin embargo, modificaciones,
substituciones, deleciones o inserciones de inodcidos en la corr di

estructura primaria pueden producir inactivacién de Ia toxina o al menos diferentes tipos
de modulacién de la funcién de estas toxinas a nivel molecular,

Asfmismo, es importante enfatizar las grandes diferencias estructurales entre toxinas
bloqueadoras de canales de potasio y los péptidos bloqueadares de canales de sodio. Las
secuencias de aminodcidos no son comparables y el mecanismo molecular de accién es
diferente. Aqui una diferencia en la estructura resulta en una diferencia en la funcién.

Las protefnas téxicas de origen animal son econémicamente blen adaptadas en términos de
arquitectura y funcionalidad.

Las estructuras secundaria y terciaria de toxinas de alacrdn han sido estudiadas por varias
técnicas. Difraccién de rayos X es el método por excelencia para determinar los detalles de las



ridi les de proteinas globul. y otros biopolimeros. Esta técnica tiene
una fundamental limitacién y es que puede ser empleada solamente cuando la molécula
esté cristalizada, y ésto, la mayoria de las veces no es posible. Dentro de los métodos
espectroscépicos tenemos: Espectroscopia de Absorcién, Dicroismo Circular el cual emplea
luz polarizada, Resonancia Magnética Nuclear (NMR), Dispersién 6ptica Rotatoria. La
combinacién de algunas de estas técnicas ha permitido la determinacién de algunas

de toxinas de alacrén (Fontecilla-Camps y cols 1980, Bontems F. y cols. 1991,
Johnson B.A. y Sugg E.E. 1992, Zhao B. y cols. 1992)
El mayor probl a lver en biologk lecular estr lesla de predecir la
estrut trid 1 de una protefna a partir de la secuencia de aminodcidos. Uno de los

caminos para simplificar este complejo problema es clasificando las protefnas por su forma
y dominios estructurales, y 11 do un modelo de construccién de la protefna basada en
eslas formas empleando métodos de minimizacién de gia para ob! una

terciaria predicha. En este caso la conformacién de la proteina puede ser reducida a
identificar caracteristicas de dominios y subdominios estructurales. Las estructuras

tridl fonales de las | son mds conservadas en la evolucién que la estructura
primaria (Narayanan P. y Lata K. 1992).

Las protel con las de ino4cid homélogas tienen' estructuras
tridi, {onal 1 Usual tienen funci imilares, q i

excepciones. El contar con la informacién de Ia estructura tridi | de una p
que comparta regiones conservadas a nivel de estructura primaria con alguna protefna

problema, facilita la obtencién de la imagen tridi 1 de la proteina en
utilizando los parimetros energéticos de la proteina homéloga.

F) MECANISMOS DE ACCION

Las toxinas de alacrdn dirigidas contra animales ejercen una amplia diversidad de acciones,
incluyendo bloqueo del sistema nervioso central y periférico, alteracién de varios tipos de
miisculos y perturbacién en la coagulacién de la sangre (Freire-Maia y Campos J.A. 1989).
Por otra parte, cada una de éstas acciones generales pucde ser realizada al interactuar con
una variedad de moléculas blanco, incluyendo les i6nicos, P y i etc,
(Ménez A.y cols.,1992).




a) Efectos del veneno del alacrén a nivel sistémico,
El veneno de alacrén puede actuar :

Sobre ¢l sk 1 ular p do:
Hipertersién, arritmias cardiacas.
-Sobre el sk P jo provocando:

Arritmias respiratorias, edema pulmonar
-Puede afectar sistema neuromuscular
-Tener efectos en sl B i inal, induciendo :
Secrecién salival, gastrica, pancréatica; motilidad intestinal.
-Tener efectos sobre la sangre:
Interfiriendo en la coagulacién, enla ¢ 6n de enzl produciendo leucocitosis
-Presentar efectos metabélicos:
Hiperglicemia, glicogenélisis.
Adem4s de causar alteraciones en el st h 4tico del organi

b) Accién de las toxinas a nivel molecular sobre canales i6nicos

Las toxinas del de alacrdn pueden ser vali herramientas en el dio de
procesos fisioldgicos esenciales controlados por el si nervioso. P i

) puras aisladas de éstos como las neurotoxinas, pueden ser usadas para
investigar cambl lecul responsables de importantes funciones tales como sintesis,

almacenaje y liberacién de neurotransmisores . Al parecer los efectos fisico-farmacolégicos
inducidos por las toxinas de alacrdn son debidos a su accién sobre sitios especificos de los
diferentes canales i6nicos. La arritmia respiratoria es debida, al menos en parte, a
depolarizacién de las fibras aferentes viscerales, sin embargo los otros efectos descritos
mente son principal debidos a la lib i6n de neur i tales como
acetilcolina y catecolaminas (Freire-Maia L. y Campos J.A. 1989).
Los primeros reportes sobre la acclén de toxinas sobre canales i6nicos fué descrita por
Koppenhéfer y Schmidt(1968), quienes estudiaron y reportaron el efecto del veneno del
alacrdn Androctonus en el nodo de Ranvier. Estos aut d on que el veneno de
alacrén c i p cap de modificar la permeabilidad de sodio y potasio en
una preparacién nerviosa de Rana pipiens. Cahalan (1975) amplié esta observacién
utilizando veneno del alacrén del Nuevo Mundo Centruroides sculpturatus. Pero fué hasta




(1976) que Catterall y Noner (1979) demostraron el efecto de proteinas purificadas del
veneno de alacranes en canales de sodio, y més tarde Carbone y colaboradores (1982) en
canales de potasio,

G) CANALES IONICOS

Los canales i6nicos son elementos excitables en las membranas celulares nerviosas,
musculares y de otros tejidos que producen y transducen sefiales eléctricas en células vivas.
El mimero de clases de canales conocidos se ha incrementado y una sola membrana
excitable puede tener de 5 a 10 clases y el genoma puede codificar, posiblemente para més de
50 (Hille B. 1992),

La excitacién y las sefales eléctricas en el sistema nervioso involucran el movimiento de
iones a través de estos canales. Los iones sodio, potasio, cloruro y calcio pérecen ser
responsables de toda la accién. Cada canal puede ser considerado como una molécula

itable que responde espexcilic aun quimico, bios en el potencial de
membrana o una deformacién mecénica. La respuesta del canal llamada “disparo” es,
aparentemente, la apertura o cierre del poro. El poro abiersto tiene la importante propledad
de permeabilidad selectiva.

Los canales de potasio estdn’p 1 en todas las células eucariontes desde
levaduras hasta mamiferos. En neuronas, los canales de K+ determinan el potencial de
acclén, la repolarizacién de la membrana y el potencial de reposo (Rehm H. 1991). Debido a
estas miiltiples funciones, se sabe que existe una alta diversidad de clases de canales de K*

entre los que se encuentran: canales de K+ dependientes de ATP, canales de K*dependientes
de Ca++, canales de K+ activados por Nat y canales de K+ dependientes de voltaje.

Los les de potasio dependi de voltaje son ademis sub-divididos en base a sus

caracteristicas de apertura en:

a) Canal de K+ tipo A, el cual se activa e inactiva ripid por depolarizacién de la

membrana.
b) Canal rectificador tardio, el cual se activa lentamente.
<) Canal de rectificaclén interna, el cual abre cuando la membrana estd hiperpolarizada.



H) TOXINAS QUE ACTUAN SOBRE CANALES DE POTASIO

Numerosas neurotoxinas han sido identificadas y purificadas a partir de diferentes especies

de venenos, las cuales al lecti te la operacién de ciertos tipos de canales de
potasio. Estas toxi ienden a ser utiizadas como auxiliares en la purificacién y
caracterizacion de canales iénicos, Las fsticas ¢ de las que blog

canales de potasio son, su carga bdsica, estabilizacién por puentes disulfuro intramolecular y
baja masa molecular.

Entre estas toxinas encontramos a:

A ]

" |
p es un p

ipép téxico de 18 aminodcidos con dos puentes disulfuros aislado a
partir del veneno de la abeja Apis mellifera. Es el dnico polipéptido neurotéxico que se
conoce que atraviesa la barrera h éfalica. Medi; andlisis electrofisiolégicos de

voltaje ido se ha d rado que la apamina a bajas concentraciones bloquea
especificamente canales de K+ dependientes de Cat+ en células diferenciadas de
neuroblastoma ( Hugues M. y cols. 1982).

-Caribdotoxina (ChTX), esta toxina es un componente menor del veneno del alacran

Leiurus quinquestriatus hebraeus, la cual bloquea reversibl les de potasi
activados por Ca*+de alta conductancia (maxi canal) en miisculo esquelético, en una
reaccién bimolecular (Miller C. y cols. 1985). En cerebro de rata existen dos sitios de unién
para ChTX, uno de alta y otro de baja afinidad (Schweit y col. 1989). Bloquea canales de
potasio presentes en sarcolema aortico de bovino (Garcfa-Calvo y cols. 1991). La ChTX tiene
una alta concentracién de residuos basicos en la porcién carboxilo terminal, marcando esta
regién como un potencial sitio de interaccién con el canal de K+ activado por Ca++ (Gimenez-
Gallego y cols. 1988). La ChTX es desplazada de receptores en membranas plasméticas de
cerebro de rata por la a-dendrotoxina y la NTX (Vdzquez . y cols 1990).

-Iberiotoxina (IbTX) consta de una sola cadena polipeptidica de 4.3 kDa. Es un bloqueador del
canal de potasio activado por Cat+ de alta conductancia fué aislada del veneno del alacrén

Buthus tamulus, representa menos del 1% de la proteina presente en el veneno crudo del
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alacrdn. En ensayos electrofisiolégicos la IbTX bloquea de reversible el canal de alta
conductancia de K+ activado por Ca¢* en membranas de misculo liso de aorta de bovino
(Galvez A. y cols. 1990). Bloquea el maxi-canal con alta afinidad ocluyendo el lado externo
de la boca del poro y la cié t
electrostéticas (Glangiacomo K.M. y cols. 1992).

es fuer te infl iada por interacciones

-Kaliotoxina (KTX), un péptido bloqueador del canal de potasio de alta conductancia
activado por Ca++. Purificado del veneno del alacrdn Androctonus mauretanicus
mauretanicus. Es un péptido de cad sencilla f do de 37 aminoicidos con un peso
molecular de 4kDa, el cual presenta una homologia estructural con ChTX de un 44% de un
52% con NTX y un 44% con IbTX (Crest M. y cols. 1992).

~Leiur ina I (Scyll ) es un polipéptido de 31 aminodcidos con un peso molecular

- de 3.4 kDa aislado del del alacrén Leiurus quing iatus heb representa
menos del 0.02% del total de proteinas p tes et €l crudo. A pesar de no mostrar
similitudes en 1a ia de aminoscidos con la apamina, tiene propiedades fisioldgicas y
de unién simil a aquell das para la toxina del veneno de abeja (Chicchi G. y
cols 1988, Auguste 1990).

-Margatoxina (MgTX) es un péptido inhibidor de canales de K+ purificado del veneno del
alacrdn Centruroides margaritatus, su estructura primaria consta de 39 aminodcidos

P do una gran h logia en la ia con otras toxil de K+ P un 4%
de homologia con la ChTX, un 41% con IbTX, un 54% con KTX y un 79% con NTX. Es
interesante notar que algunos de los residuos cargados que muestran ser importantes en la
interaccién de ChTX con el maxi-canal de K+ son conservados en MgTX, en particular Lysy;
(Garcia-Calvo y cols. 1993).

-Noxiustoxina (NTX) es un péptido de 39 aminoécidos con un peso molecular de 4kDa
aislado del veneno del alacrén Centruroides noxius Hoff; (Possani L.D. y cols. 1982).
Representa cerca del 1% del total de proteinas p en el crudo.

La relevancla de Ja NTX independientemente de su actividad sobre diferentes tipos de
canales de K¢, es de tipo histérico, ya que fué la primera toxina péptidica aislada y
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caracterizada con actlvidad sobre canales de potasio (Carbone E. y cols. 1982, Possani LD. y
cols. 1982).

La NTX bloq les de K¢dependientes de voltaje de manera reversible en

preparaciones de axén gigante de calamar (Carbone E. y cols. 1982). Asimismo se ha
reportado su efecto sobre canales de K¢+ activados por Ca++ en miisculo esquelético, En estas
prep iones la NTX compite con la ChTX simultineamente por el mismo canal i6nico.
Ambas toxinas solamente son efectivas cuando se afiaden a la cara externa del canal
reincorporado en bicapas planas (Valdivia H. y cols. 19868). Ademis de compelir por el sitio
de unién a ChTX en muisculo esquelético, la NTX despl totalmente la unién de
Lelurotoxina I (Valdivia H. y cols. 1992) y compite por el sitio de unién a Dendrotoxina
DTX (ver pig. 12XHarvey A.L. y cols. 1992) en membranas sinaptosomales de cerebro de rata.

ntd.

Los datos obtenidos en experi lizados con pép sintéticos correspondientes a
diferentes fragmentos de la NTX sugleren fuertemente que la porcién amino terminal de la
toxina es determinante en su efecto téxico a mamiferos (Gurrola G. y cols. 1989).

Complementando estos estudios se hicieron ensayos electrofisiolégicos sobre canales de K+
activados por Ca+* de baja conductancia obtenidos a partir de células endoteliales, donde se
confirmé, utllizando los mismos péptidos sintéticos, que la regién amino terminal de la
toxina es esencial en el bloqueo especifico de este tipo de canal. El péptido sintético
correspondiente a la regién C-terminal no presenté ningun efecto (Vaca L. y cols. 1993),

La NTX ha sido utilizada en el aislamiento de un canal de K+ del axén gigante de calamar
Loligo vulgaris, el cual posteriormente fué reconstituido por la técnica de blcapas planas y
mostrada su actividad (Prestipino G. y cols. 1989).

Ademds de estas toxinas existen otros péptidos mejor conocidos por su actividad de

PR bis

p que p algun tipo de efecto sobre canales de potasio. Entre estos

se pueden mencionar a:

-B-Bungarotoxina (B-BTX) y sus isoformas, las cuales fueron aisladas por Chang y Lee en
1963; son los miembros mejor conocidos de la familia de toxinas neurotoxicas con actividad
de fosfol La p-bungar ina es una proteina bisica de una masa molecular de 21 kDa y

P

consta de dos subunidades de masa molecular de 14kDa y 7kDa, unidas por un puente
disulfuro. La subunidad de 14 kDa es una fosfolipasa del tipo A2 dependiente de Cat+ y la
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subunidad de 7 kDa, tiene la secuencia de aminodcidos similar a una secuencia conservada
en al inhibid depl {Rehm H. 1991). La B-bungarotoxina bloquea canales de

&

K+ en cuerpos celulares de nervios sensores (Petersen y cols. 1986).

-Crotoxina, notexina y taipoxina. Las fosfolipasas neurotéxicas crotoxina, notexina y
talpoxina pueden actuar sobre canales de K+ dependiente de voltaje; sus efectos en unién

ular son il a las de la B-BTX (Dreyer P. and Penner R. 1987). 5in embargo,
estos canales de K+ son diferentes de aquellos afectados por B-BTX, ya que la crotoxina,
ifpoxina y ina no inhiben Ia unién de §-BTX.

P

-Dendrotoxina (DTX). Las dendrotoxinas son una familia de péptidos bsicos de una masa
molecular de 7kDa aisladas del veneno de las serpientes mamba verde Dendroaspis
angusticeps y Dendroaspis polylepis; estos péptidos pueden modular un tipo de canal de
potasio sensible a voltaje en membranas neuronales. La DTX presenta una extensa
homologfa con la cadena de 7 kDa de otra toxina presindptica, la B-bung ina (§-BTX)
(Mehrahan F. y cols. 1984, Mufiz Z. y cols. 1990). El veneno de la especies Dendroaspis
contlene una variedad de isoformas de dendrotoxina entre las que se encuentran la a, §, vy
& dendrotoxina (en el veneno de D.angusticeps). La dendrotoxina I (D. polylepis) actiia sobre
el canal de K+ activado por calcio (maxi canal) en misculo esquelético de rata (Lucchesi K.

and Maczydlowki E. 1990).




2. CARACTERIZACION QUIMICA DE PROTEINAS

A) ANALISIS DE AMINOACIDOS

Una vez obtenida una proteina en estado puro se procede al andlisis de la composicién de
i idos. Este dio permite calcular el peso molecular minimo de la proteina, la

una estrategia ad da

composicién molar de cada aminodcido en la protefna y
para la obtencién de la secuencia completa de amino4cidos.

Al hidrolizar una proteina bajo un calentamiento en HCI 6N al vacio a 110 oC (condiciones
comiinmente empleadas), las cantidades de serina, treonina, valina, isoleucina, metionina,
tirosina, triptofano, cistefna presentes en el hidrolizado pueden diferir de la cantidad real en
la protefna antes de hidroljzar. Los aminodcidos asparagina son desamidados y se
transforman en &c. aspdrtico, mientras que glutamina es desamidada a glutdmico. Las
diferencias son peq para alg de estos &mi idos, pero grandes para alg
otros. Afortunadamente, se pueden corregir muchos problemas sf una muestra control es
hidrolizada bajo las mismas condiciones que la muestra experimental.

El método mds preciso para el andlisis de serina, treonina y trosina en proteinas es
hidrolizar la proteina a diferentes tiempos (por ejemplo 24, 48 y 72 hrs.) y extrapolar los
valores al tiempo 0 (Glazer A.N. y cols 1975), mientras que para los aminodcidos de cadena
lateral hidrofébica larga como isoleucina, leucina y valina son extrapolados a tiempos

prolongados. Las cistefnas son oxidadas con &c. perférmico y analizadas como 4cido cistefco,
i que el triptofano es analizado después de una hidrélisis alcalina(Moore 1964).

Durante la hidrélisis 4cida de proteinas la isoleucina es liberada mds lentamente que otros
aminodcidos debido al impedimento estérico presentado por su cadena lateral. Los enlaces
Ile-Tle son particularmente resistentes a hidrélisis y su rompimiento es cercano al 50% en
24h a 110°C. Los valores de &c. aspartico y asparagina, 4c glutdmico y glutamina son

reportados de manera conjunta ya que es imposible por este método diferenciar uno de otro.

B ) SECUENCIA DE AMINOACIDOS

Cuando se estudia la funcién de una protefna y su relacion estructura-funcién, el
conocimiento de la secuencia de aminodcidos es esencial. El conocimiento de la estructura
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de las p fnas ha sido indisp ble para un dimi en términos moleculares de
muchos procesos fisiolégicos. La mayoria de las determinaciones de secuencias de

idos en protei: enelp utilizan !a degradacién con fenilisotiocianato del

método de Edman, en el cual los residuos de aminoé&cidos son rotes uno a la vez del
extremo amino inal de la proteina o de los frag de péptidos (Edman 1970). Los
aminoicidos liberados son identificados como feniltiohidantoinatos o derivados liberados.

Las secuencias completas de pequeiios polipéptidos p por
degradaci6n secuencial partiendo del extremo amino terminal hasta el extremo carboxilo

q FYrY

ser deter

terminal, Para polipéptidos de cadena larga se requiere el rompimiento en sitios especificos,
la separacion de los péptidos resultantes y la determinacién de la secuencia de cada péptido.
Con polipéptidos muy grandes, este método de pi produce las complejas de
péptidos y el aislamiento de todos estos puede presentar considerables dificultades. Los

frag largos 1 son separados unos de otros y sus secuencias determinadas.
Después de la subfrag cién en pequefios péptidos, los frag son alineados con
la ayuda de sobrelapami de péptidos de dif digesti de la protefs

La experiencia revela que para evilar errores es preferible determinar cada parte de una
secuencia de aminoé4cidos miés de una vez, asegurarse que Ia secuencia total deducida sea
consistente con la estructura primaria de alguna otra proteina con actividad semejante o al
menos con la composicién de aminodcidos de éste péptido (Allen G. 1983).

En r los pasos req dos para la determinacién de la secuencia completa de
aminoécidos son:

- Andlisis de aminoécidos .

-Rompimiento especifico de la cadena polipéptidica por al menos dos diferentes métodos,
-Aislamiento de péptidos de mezclas resultantes del rompimi d étodos de
deteccién disponibles.

-Deduccién de la ia de los frag pep 0s idos en las hidrélisls y
digestiones.

La proteina debe de estar por lo menos en un 95% pura en base a peso. La cantidad de
protefna requerida para la completa determinacién de la secuencia depende de muchos
factores. El tamaiio de 1a molécula es el principal factor, asf como la disponibilidad de un
analizador de aminodcidos de alta sensibilidad y para mayor rapidez, un microsecuenciador
automético de péptidos.
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IL.- ANTECEDENTES

La caracterizacién tanto bioquimica como funcional de los componentes protefcos del
veneno del alacrdn Centruroides noxius ha arrojado datos muy importantes en el estudio
de la diversidad biolégica de las toxinas y también ha contribuido al estudio de! mecanismo
molecular de los canales i6nicos.

Dentro de este grupo de toxinas especificas para canales de potasio se encuentra la
noxiustoxina (NTX) descrita en la seccién L1.H de esta tesis.

La presencia de péptidos semejantes a 1a NTX dentro del veneno de C.noxius fué descrita
inicialmente durante el trabajo de caracterizacién de la NTX (Possani L.D, y cols., 1982), de
donde se logro obtener la secuencia N-terminal de un péptido llamado 11-10-2 el cual

. "

mostré gran hc con la ina. Posteriormente con la ayuda de CLAP durante
la purificacién rutinaria de NTX en el laboratorio del Dr. Possani, Ia M. en C. Georgina
Gurrola logrd aislar y obtener la secuencia N-terminal de otros dos péptidos homdlogos a
NTX (datos no publicados). Estos péptidos homélogos han sido detectados aiin en venenos
de otras especies como es el caso de Centruroides limpidus limpidus (Fernindez J.A. 1992,
Martin B.M. y cols. 1992 datos no publicados).

La presencia de una familia de péptidos con actividad sobre diferentes tipos de canales de
potasio no es exclusiva del género Centruroides. En el veneno del alacrdn’ Leiurus
quinquestriatus se halla presente una familia de siete péptidos que tienen actividad sobre

diferentes tipos de canales de potasio; de igual forma cinco de los componentes aislados del

veneno del alacran Tityus serrulatus (Ts) bloquean canales de K+ (Blaustein M. y cols. 1991).
Asimismo, anteriormente se habia descrito el aislamiento de tres péptidos presentes en el
veneno de la serpiente Dendroaspis angusticeps, que muestran una gran homologfa con la
secuencia de aminoficidos de la toxina bloqueadora de canales de potasio del mismo
veneno a-dendrotoxina (DTX) (Muiiiz Z, y cols. 1990).
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HI- OBJETIVOS

El objetivo 1 de ecste dio fué el aislami y caracterizacién de péptidos

semejantes a Ja Noxiustoxina del veneno del alacrdn Centruroides moxius.

Para lograr tal objetivo se Ik a cabo los sigt objetivos especificos:

- Aislamiento de los componentes proteicos del veneno total del alacrdn Centruroides
noxius que p iG da en i yos con la noxi ina (NTX),

- De los péplidos aislados, se determiné su composicién quimica y secuencia de

amino4cidos.

- Se realizaron pruebas del efecto del péptido NTX-2 sobre la unién al receptor a NTX en
membranas de cerebro de rata (P 3).

- Se real de toxicidad sobre diferentes especies de animales.

24
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IV.-MATERIAL Y METODOS

1) MATERIALES

Los ratones pleados en los bi yos, fueron de la cepa BALB-c, machos de
aproximadamente 20 gr. de peso. Las ratas utilizadas en la obtencion de membranas
cerebrales fueron ratas albinas de aproximad: te 400 gr de peso.

Todos los compuestos empleados en la CLAP fueron de grado reactivo, de la compaiiia
Pierce. Los reactivos empleados en la preparacién de soluciones amortiguadoras fueron de

la marca J.Baker.

2) PURIFICACION DE PEPTIDOS SEMEJANTES A LA NTX

A) Obtencién del veneno

Los alacranes colectados en el estado de Nayarit (México), fueron anestasiados con COz y el
veneno obtenido por estimulacién eléctrica de los telsons. El veneno fué recuperado en
agua bidestilada centrifugado por 10 min. en un centrifuga Beckman J2-21 equipada con un
rotor JA20 operada a 15000 rpm. El sobrenadante fué juntado, liofilizado y guardado a -20°C.

B) Cuantificacién de protefna

La cuantificacién de protefna durante todos los ensayos realizados en este trabajo se basé en
la medicién de la absorcidn de la luz UV por la solucién proteica a una lengitud de 280 nm,
a través de una celdilla de cuarzo de 1 cm de camino Sptico en un espectrofotémetro
Beckman, asumiendo que 1 unidad de absorbancia es igual a 1 mg/ml de protefna. Muchas
proteinas exhiben un méximo de absorcién a 280 nm, lo cual es atribuible a los grupos
fenélicos de tirosina e ind6lico de triptofano.

C) Métodos cromatogréficos de purificacién

Filtraclén molecular

En la primera etapa de purificacién, se utilizé6 una columna (3x200 cm) de Sephadex G-50
medio, Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala, Suecia). Empacada por gravedad y corrida a
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presién constante. La muestra aplicada fué disuelta y eluida en una solucién amortiguadora
de acetato de amonio 20 mM, pH 4.7,

Intercdmbio I6nico

a) En el sigui paso cr grifico se utilizé6 una columna (0.9x30 cm) que emplea
carboximetil celulosa (CMC-32) de Wathman (Clifton NJJUSA) como soporte. Equilibrada
con una solucién de acetato de amonio 20mM, pH 4.7, elayendo con un gradi salino de
NaClde 0a0.5M en un volumen toal de S00ml. Para lograr la formacién de un gradiente
continuo se emplearon unos vases comunicantes. Se mantuvo la presién constante
empleando una bomba peristiiitica de! tipo Milton Roy. Al término del gradiente salino, se
hizo pasar una stlucién de NaCl 1M para despegar cualquier proteina que permaneciera
adsorbida a ka revina de la aplunma.

b) Se utilied una it [~ gréifica de intercambio i6nico empleando el

mismno tipo de resina. En esta ocasidn la. muestra previa dislisis fué aplicada y eluida con
una salucin amortiguadora de fosfato de sedio 50mM pH 6.0, eluyendo con un gradiente
salino de 0210.38. M de NaCl en 1a misma solucién amortiguadora.

Cromatografia kquida de alta presién (CLAP)
Como sigui paso <r gréfico, los péptidos seleccionados por ELISA, fueron pasados
a través de cromatografia liquida de alta presién (CLAP) en un cromatégrafo Beckman en el

prep as y/o prep de fase reversa Cqy Cyp

cual se utilizaron ¢
(Vydac de 250 x 15 mm).

Las soluciones empleadas como fase mévil fueron:

Solucién A : Agua con 0.12% de 4c. trifluoroacético (TFA)

Solucién B : Acetonitrilo con 0.1% de TFA.

La elucién de los componentes se realiz6 bajo un gradiente lineal de 0 a 60% de B en 60
minutos con una velocidad de flujo de 2 ml/min. La longitud de onda utilizada en el
detector fué de 230 nm.

Algunos pépkidos elufdos por CLAP no se ob on de forma h é por lo que fué

&

necesario recomatografiarlos por CLAP a concentracidn c de y
(elucién isocrética).
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3) ENSAYO INMUNO ENZIMATICO (ELISA)

La busqueda de los péptidos semejantes a NTX a través de Jos pasos de purificacién se
realiz6 mediante el empleo de anticuerpos policlonales y monoclonales levantados contra
NTX en un ensayo inmuno enzimitico (ELISA). En el laboratorio contamos con seis
anticuerpos lonales que r a la NTX. Estos anticuerpos fueron preparados
por Rafael Saavedra, Georgina Gurrola, Femando Zamudio y Pascal Herién en el
laboratorio del Dr. Possani, y fueron denominados BNTX 4, BNTX 12, BNTX 14, BNTX 16,
BNTX 18 y BNTX 21 (Trabajo no publicado). Asi mismo, se obtuvieron los anticuerpos
policlonales inyectando ratones por via intraperitoneal con NTX.

Los anticuerpos monoclonales utilizados durante el seguimiento de la purificaclén de los

péptid f a NTX en epltopes muy cercanos o sobrelapados ya que estos no
P unirse simul a la toxina p bl por impedi éri

de acuerdo a los datos obtenidos en yo iméticos (ELISA) de competencia.
Sin embargo, utilizando péptidos sintéticos correspondientes a dife regi de la

estructura primaria de la NTX, se ha podido demostrar que los Ac monoclonales tienen
distintos epitopes especificos. Asf se pudo localizar el (los) epitope(s) para los Ac
monoclonales BNTX-18 y 21 en la regién 11-31 de la toxina. Los resuitados obtenidos en
estos experimentos sugieren que la unién de los Ac monoclonales a 1a toxina es altamente
dependit de la confor ion de la molécula. Todos estos datos fueron obtenidos durante
la caracterizacién de la especificidad de los Ac lonales en el lab io del Dr.
Possani por parte de Georgina Gurrola y colaboradores (datos no publicados).

Et procedimiento general utilizado en este ensayo fué el sigiuente:

- En una placa de polivinilo de 96 pozos (COSTAR Broad way Cambridge, USA) se pusi a
incubar toda la noche a 4°C los péptidos prablema (10041 a una concentracién de 1 pg/mlen
una solucién de carbonato de sodio 20 mM pH 9.4).
- Se lavé 5 veces con la solucién de lavado (solucién amortiguadora de fosfato de sodio 20
mM, 0.15M NaCl pH 7.4 (PBS), 0.05 % de Tween 20 y 0.01% mertiolato). Este procedimiento
fué repetido después de cada paso de incubacisn.
- Después de bloquear los sitios de unién inespecifica con albumina sérica bovina (BSA) al
1% en PBS (4 h a temperatura ambiente), se colocd el primer anticuerpo(Ac) {policlonal o
monoclonal segiin las necesidades) de ratén anti-NTX diluido en una solucién de PBS
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20mM, BSA al 1% y 0.1% de Tween 20 a una concentracién de 3 ug/mi agregande 100 pl por
pozo e incubando 2 h a 37aC.

- La unién especifica de este Ac fué revelada utilizando un segundo Ac policlonal de conejo
anti IgG de ratén, el cual lleva acoplado una peroxid Diluido en una proporcién
1:3000 (v/v) con la misma solucién con que fué diluido el primer Ac, el segundo Ac fué
incubado por 2 h a 37 oC. El substrato cromégeno utilizado fué Ortofenildiamina (OPD) (0.4
mg/ml) y H,O, al 30% (0.4 pl/ml), diluidos en una solucién de fosfato de sodio 100mM pH
5.0. Se incubé por 10 a peratura ambi y se detuvo la reaccién con HCI 6N
(SouD.

- Por tltimo se obtuvo la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm en un
lector de ELISA BIORAD Mod. 2250 EIA Reader, USA. Estos ensayos fueron realizados por

triplicado en dos dif P con sus respectivos controles.

4) ANALISIS DE AMINOACIDOS

Aproximadamente 4ug (1 nmol) del péptido liofilizade NTX-2 fueron hidrolizados con
vapores acidos, al calentar a 110°C (por 24 y 48 h) 1 ml de HCl 6N en una cdmara de reaccién
libre de O,. Para lograr una atmésfera libre de O3, se hizé pasar N; por la cAmara de reaccién.
Una gota de fenol al 5% fué afiadida a cada muestra con el fin de proteger a algunos grupos
libiles durante la hidrélisis &cida. Después de la hidrélisis Jas muestras fueron enfriadas y el
écido fué removido por evaporacién en un ¢ dor Savant.

Posteriormente la muestra fué puesta en el analizador de aminoécidos Sy 6300E High
Performance Analyzer Beckman USA.

La cantidad de cada aminodcido fué determinada por integracitn del drea bajo la curva,

tand, £ . £03.

0 como 1a una

5) SECUENCIA DE AMINOACIDOS

Para obtener la secuencia de amino&cidos de éstos péptidos se siguieron dos estrategias:
- Tentativa de conseguir la secuencia completa a partir de la porcién amino terminal del

péptido completo.
- Generacién de fragmentos péptidicos mediante el empleo de digestiones enzimétlcas o
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hidrélisis quimica, y secuenciando cada fragmento.
Lap y los fragmentos g dos fueron sec iados en un ap > ProSequencer,

modelo 6400/6600 MilliGen/Biosearch,(USA). Este aparato realiza automiticamente la
reaccién de Edman, que consiste en el pegado covalente del fenilisotiocianato a aminas

libses del péptido a secuenciar. En condiciones &cido-acuosas se libera el amino4cido del
extremo amino-terminal, por ruptura del enlace peptidico. El aminoacido liberado esta en
inodcido que en p ia de TFA se convierte a

forma de un derivado ticazoli
feniltiohidantoina-amino4cido (PTH-amino4cido). EI PTH-aminodcido es separado por el
cromatégrafo CLAP acoplado al ProSequencer. Este proceso se repite en forma secuencial y
automitica. Permitiendo de esta forma determinar la secuencia de aminoicidos de las
protefnas o péptidos en cuestion.

A) Reduccién y alquilacién de toxinas

En ambas opclones fué necesario reducir y carboximetilar la muestra, bajo el siguiente
protocolo:

La protefna liofilizada se resuspendi6 en 100 p1 de amortiguador Tris-HCl 200 mM(EDTA
1mg/ml) en cloruro de guanidina 6M, ajustando a un pH de 8.6 con HCL. La reduccién se
llevé a cabo con dithiotreitol (DTT) (0.5 mg DTT/ mg proteina), burbujeando N; para
eliminar el 0;; se dej6 incubando a 550C por 45 minutos. Se agreg6 4c. fodo-acético (un
exceso de 100 veces la cantidad de residuos de cisteina) y se dejé incubando por 30 minutos.
La protefna alquilada se purificé de 1a mezcla de reaccién a través de una columna (30 x 0.2
cm) de Biogel P-30 (Bio-Rad Laboratories, Ricmond Cal, USA) eluyendo con dc. acético al
20% en agua, La muestra fué secada en un concentrador al vacio (Savant), quedando lista

para continuar su caracterizacién.

B) Digestion e hidrélisis

- Hidrélisis con bromure de ciandgeno

Cerca de 30 pug del péptido NTX-2 reducido y alquilado fué disuelto en ac. férmico al 70% y
bromuro de clanégeno 1mg/ml. Se incubé por 2 h protegido de la luz a temperatura
ambiente . Posteriormente se evaporé el BrCN con flujo gaseoso de nitrégeno (N3).
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-Digestidn triptica,

Aproximadamente 30 pg de muestra fueron disueltos en 500u! de bicarbonato de amonio
100mM pH 7.8. Se agregd tripsina grado reactivo (Boehhringer Mannheim,Germany)
diluida en HC1 0.1M a una concentracién de 5pg/100ug de muestra, incubandose por espacio
de 4 h a 37°C. Después de purificar los dif frag) btenidos en la hidrélisis y
digestién por CLAP se pasaron a secuencia,

6) ENSAYOS DE DESPLAZAMIENTO DE LA UNION DE [5IJNTX AP 3 POR LA
NTX-2

A) Todacién de NTX y NTX-2

Los péptidos NTX y NTX-2 fueron marcados radioactivamente con [151] (2,100 Ci/mmol;
ICN Biomedicals,Costa Mesa,CA,USA), por el método de lactoperoxidasa de Motrison M. y
Baysen G.5. (1970). Aproximadamente 30pg de cada péptido fueron disueltos (150 pl de una
solucién amortiguadora de fosfato de sodio 0.1M pH 7.4) y puesto a reaccionar con 0.25 U.L
de lactoperoxidasa (Sigma, Smg/ml, 385 u/ml) y TmCi de [125I]Na.

Se hicieron adiclones continuas de 3u! de H,O; SmM y lactoperoxidasa a los tiempos 0, 5, y

10 minutos de reaccién a temp bi P do la reacci6n a los 15 minutos.

Los péptid dos fueron separados del [$251] libre por medio de una columna (0.5 x 8
cm) de Sephadex G-15 equllibrada con la misma solucién amortiguadora. La radicactividad
especifica fué deter da ¢ peq alicuotas (5ul) de cada una de las muestras

preparadas en el contador gamma LKB wallac 1275.

B) Preparacién de membranas de cerebro de rata (P 3).

La preparacién de membranas de cerebro de ratas, conocida como fraccién P 3 (mezcla de
mitocondrias, sinaptosomnas y restos de membranas) fué realizada de acuerdo a la técnica
descrita por Catterall W. A. y cols 1979, con ligeras modificaciones.

Los cerebros de 6 ratas albinas fueron removidos y h genizados en una
amortiguadora fria de Tris-HCl SmM, pH 7.4 conteniendo 0.32M de sacarosa e inhibidores
de proteasas (0.1mM iodoacético, 1mM 1-10 fenantrolina, 1nM pepstatina A y 1pM
leupeptina). El homogenizado resultante fué centrifugado a 1000 x g por 10 minutos. El
sobrenad: fué guardado y el sedi to fué dido en 10 ml de la misma solucién

P

ucid
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0.32M Tris-HC) y sedimentado a 1000 x g por 10 minutos. Los dos sobrenadantes fueron
mezclados y centrifugados a 17,000 x g por 60 min. El sobrenadante fué descartado y el
sedimento resuspendido en un volumen final de 10 ml en la misma solucién
amortiguadora. Se hicieron alicuotas de 50011y se congelaron a -70°C hasta su uso.

C) Curvas de desplazamiento

Para el andlisis del efecto inhibitorio de la unién de ['2SI]NTX a su receptor por parte de la
NTX-2 fué preparada una curva empleando concentraciones de NTX-2 que fueron desde 1.0
nM hasta 10 uM y para NTX fué de 10 pM a 10 nM, utilizando concentraciones de 50 y 100
pM de [1251]NTX para ser dezplazada. Las diluciones de estas toxinas fueron hechas en una
solucién amortiguadora de Tris-HCI 20mM,pH 7.4 con 50 mM de NaCl y 0.1% de BSA.
Durante la preparacién de las mezclas de reaccién se mantuvo la temperatura a 4°C en un
baho de hielo, esto fué necesario, ya que la cinética de estos experimentos es dependiente de
temperatura.

En tubos de poliestireno se colocaron 5 pl de P 3 (85 pg de proteina), ['21INTX (50 - 100pM)
y NTX-2 en el rango de concentraciones antes mencionado; para obtener un volumen final
de 500 pl se aforo con la solucién amortiguadora antes descrita. El tiempo de incubacitn fué
de 45 mi a P bi Las membranas fueron colectadas inmediatamente,

después del término del periodo de incubacién en filtros de fibra de vidrio (Whatman
GF/C, prev tratados con polietil ina al 5 %) y lavados ( Tris-HCl 20 mM pH
7.4,con 100mM de NaCl) en un sistema de filtracién al vacio Brandel Gaithersburg, USA.
Por tltimo se cuantificé la cantidad de radioactividad en cada muestra en un contador
gamma LKB Wallac 1275 .

7) BIOENSAYOS

Se probé la toxicidad del péptido NTX-2 sobre mamiferos (ratones), inyectando dos
concentraciones (100 y 200 ug) por via intraperitoneal. Ademis se ensayé sobre crusticeos
(acociles) e insectos (grillos) inyectando 30ug de péptido en el tercer segmento de 1a parte
dorsal del animal.
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V.- RESULTADOS Y DISCUSION

A.- PURIFICACION DE PEPTIDOS SEMEJANTES A LA NTX.

La purificaci6n es el paso inicial en el estudio de actividad, estructura o relacién estructura-
funcién de una proteina, Dy los pasos de purificacién cierta cantidad de proteina es
pérdida, por lo cual es r dable minimizar el ni de pases a usar. Sin embargo, el
minimizar el mimero de pasos, muchas veces va en detrimento de la pureza de la proteina.

Para separar moléculas de una mezcla, la bioquimica aprovecha diferencias entre ellas que
pueden ser explotadas. Tales diferencias pueden ser en tamaiio, masa, carga eléctrica o
afinidad por otras moléculas.

Considerando la limijtad tdad de veneno que un escorpién puede inyectar y el

dramético cuadro clinico que puede resultar de un simple piquete, es obvio que el veneno
del alacrdn debe c p al activos cuya purificacién se hace
necesario cuando se desea determinar su estructura y elucidar su modo de accién.

La purificacién de los polipépidos téxicos que constituyen el veneno de los alacranes

implica una cierta dificultad. Esto se debe a la presencia de ciertas moléculas con peso

lecular muy i y con propiedades fisicoquiticas muy parecidas.

¥ P

La presentacién de los Itados se hara de do a las tres estrategi pleadas d .
el desarrollo del trabajo de purificacién.

PRIMERA ESTRATEGIA

La primera estrategia a seguir fué la de purificar los péptidos andlogos a NTX en base al
reconocimiento por anti pos pleando los procedi tradicionales de
purificacién a través de cromatografia en columnas de filtracién molecular, intercambio
iénico y sub. paraciones por cr grafia liquida de alta presién (CLAP).

El trabajo de purificaci6n se inicié con 390 mg de veneno total soluble el cual se aplicé a
través de una columna de Sephadex G-50 medio en un amortiguador de acetato de amonio
20mM pH 4.7, dando un patrén cromatografico caracteristico para el veneno de C. noxius
(Figura 1). Esta cromatografia se repitié varias veces con itados muy )
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Figura 1, Filtracién en Sephadex G-50 medio del veneno total de C. noxius.

En una columna (3 x 200 cm) de Sephadex G-50 medio equilibrada con un amortiguador de
acetato de amonio 20 mM, pH 4.7 se aplicaron 6 ml de veneno soluble de C.noxius (390 mg).
La velocidad de flujo fué de 58 mi/h y las fracciones colectadas de 5.8 ml cada una. Las lineas
horizontales indican los cortes que se hicieron. La eficiencia de recuperacién fué del 85%. De
1a cantidad de muestra recuperada correspondio el 6.9% alaFl, 75.5% ala FIl, 11.5 % a la FII
y 6.0 %ala FIV.
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La fracci6n 1 contiene componentes de alto peso molecular (hialuronidasa entre otros) y la
fraccién III contiene péptides de bajo peso malecular y otros derivados aminados libres, la
composicién de la fraccién IV no ha sido determinada.

La fracccién II corresponde a comp de 3 a 15 kDa de peso molecular. En la fraccién I1
se encuentran los péptidos que presentan efectos toxicos sobre mamiferos, las fracciones I y Il
no son téxicas en ratones a i de aproximad te 120 pg/20 g de peso

(Possani L.D.y cols. 1981).
La F II fué recromatografiada a través de una columna de intercabio iénico. Se procesé un
total de 250 mg de FII en cuatro diferentes aplicaciones en una columna de carboximetil
celulosa (CMC-32) equilibrada con una solucién amortiguadora de acetato de amonio 20mM
pH 4.7, eluyendo con un gradiente salino de 0 a 0.5 M de NaCl. Al témino del gradiente se
hizo pasar una solucién 1M de NaCl en el mismo amortiguador para despegar posibles
componentes que pudieran permanecer adheridos a la resina. Bajo estas condiciones, se
obtuvieron 14 fracciones (Figura 2), entre las que se encuentra la F 11 a partir de la cual se
purifica la NTX. Por ésta razén decidimos hacer la bisqueda de los péptidos homélogos a
NTX en las fracciones vecinas. To do en consideracién el reconoecimi btenido por
ELISA con el anticuerpo monoclonal BNTX-16 que se utilizé para identificar los péptidos
semejantes a NTX en este patrén cromatogréfico, las fracciones se dividierén en dos
porciones que se trabajaron por separado: la FII 11a (que incluye tinicamente a la fraccién 11)
y la FII 11b (en la cual se agruparon las fracciones 12, 13 y 14). Estas fracciones obtenldas a
- partir de 4 aplicaciones de la F II, se mezclaron de manera homogenea y se
recromatograffaron.
Ambas fracciones fueron aplicadas por separado a través de una columna de intercambio
iénico CMC-32 en solucién amortiguadora de fosfato de sodio 50mM, pH 6.0 eluyendo con
un gradiente de 0 a 0.38 M de NaCl. Los perfiles ¢ grificos se p tan en la Figura 3a
y 3b. Las fracclones obtenidas en el patrén cromatogrifico de ambas fracciones, 11a y 11b,
fueron discriminadas en un ELISA por reactividad cruzada con el anticuerpo monoclonal
BNTX-16. Posteriormente las fracciones que dieron resultados positivos con el anticuerpo
BNTX-16 (12 en total, 7 de la FII 11a y 5 de la FII 11b) fueron analizados con el resto de los
anticuerpos monoclonales y de acuerdo al p je de rec imi btenido con cada
uno de los anticuerpos se juntaron en 4 diferentes grupos (datos no mostrados).
Estos 4 grupos fueron separados por CLAP en un gradiente de 0 a 60% de acetonitrilo en 60
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Figura 2. Cromatografia en CMC-32de Ja FIL

En una columna (0.9 x 32 cm) de carboximetil celulosa equilibrada con un amortiguador de
acetato de amonio 20 mM, pH 4.7 y elufdo bajo un gradiente salino de 0 a 0.5 M de NaCl. Se
procesaron 250 mg de FII en 4 diferentes experimentos, aplicando en cada uno
aproximad 70 mg de tra dilufda en 3 ml de ]a misma solucién amortiguadora,
con un flujo de operacién de 33 ml/h, colectando volumenes individuales de 2.5 ml. Se
obtuvieron 14 fracciones las cuales se indican con lineas horizontales. De la misma manera

se muestra el patrén de reconocimiento obtenido por el anticuerpo monoclonal BNTX-16
(linea punteada) en un ensayo de ELISA (Para mayores detalles ver Material y métodos).

De acuerdo al patrén cromatogrifico e identificacién con el anticuerpo monoclonal se
hicieron los cortes mostrados por los corchetes horizontales en F11a (F11) y F11b(F 1213 y
14).C es el cargado, G inicio del gradiente y W lavado de la columna con 1M de NaClL
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Figura 3. Recromatografia de las fracciones 11a y 11b

Las figuras muestran el pérfil cromatogréfico de la FII 11a (a} y FII 11b (). Se utilizé una
columna de CMC-32 amortiguador de fosfatos 50 mM, pH 6.0 bajo un gradientede 0-0.38 M
de NaCl, con un flujo de operacion de 30ml/h colectando volumenes de 2.5 ml en cada tubo.
Las fracciones obtenidas en el patrén cromatogrifico de ambas fracciones fueron
discriminadas en ELISA por reactividad cruzada con anticuerpos monoclonales. De aqui se
obtuvieron 12 sub-fracciones positivas en el ensayo de ELISA (7de la FII 11a y 5 de la FII
11b).
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minutos en una columna C4 (fase reversa), obteniéndose una gran cantidad de péptidos
(cerca de 40 en total), que dieron resullados positivos en el reconocimiento por anticuerpos.
La presencia de 40 péptidos semejantes a NTX en el veneno de C. noxius, nos parecié
artefactual. Al comparar los patrones cromatogrifico de los 4 grupos de fracciones, se observé
la presencia de algunos componentes que eluyeron en tiempos de retencién muy parecidos,
lo cual iba de acuerdo con la idea de que algunos péptidos estaban presentes de manera
repetida en mds de un grupo de fracciones. Por las r; antes exp y do en
consideracién el perfil de reconocimiento por los seis diferentes anticuespos monoclonales,
se mezclaron los péptidos con tiempos de retencién muy parecidos y se recromatografiaron
por CLAP en un gradiente de acetonitrilo de 0 a 60% en 60 minutos. El niimero total de
péptidos que en un principio se obtuvieron por CLAP, se redujo a 10 componentes con
reactividad especifica por los anticuerpos monoclonales (Datos no mostrados). Sin embargo
los resultados no fueron nada alentadores en cuanto a los rendimientos obtenidos, ya que
finalmente se termino con cantidades muy pequefias de entre 10-20 pg de cada uno de éstos
péptidos. Estas cantidades fueron insuficientes para tratar de continuar su caracterizacién. A
pesar de ello se obtuvé la secuencia N-terminal de 3 péptidos que se muestran la tabla 3.
Dado los resultados tan pobres obtenidos con esta estrategia de ir uniendo fracciones con
caracteristicas de elucién y reconocimiento con anticuerpos homélogos, fué necesario
modificar algunos pasos para tratar de ot una mayor cantidad de material .

Sin embargo, quedaba claro como conclusién de esta primera estrategia de purificacién que el
veneno de C. noxius contiene un ntimero importante de péptidos semejantes a la NTX.

SEGUNDA ESTRATEGIA
El procesamiento del veneno se realizé de habitual pasindolo por una columna de
Sephadex G-50 bajo las condiciones antes mencionadas, dando un patrén cromatogifico
semejante al mostrado en la figura 1. La FlI se paso por una columna de intercambio i6nico
en acetato de amonio 20mM, pH 4.7, obteniéndose un patrén cromatogréfico semejante al
obtenido en la estrategia anterior con algunas diferencias en la resolucién cercanas al
volumen de elucién de la fraccién 10 y fracciones posteriores a ella. Estas diferencias pueden

deberse principalmente a factores tales como fio de la col cantidad de
aplicada, volumen de aplicacién, formacién de gradiente, etc. El fraccionamiento de los
componentes de 1a fraccion II se muestra en la Figura 4 (material proporcionado por la M. en
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Figura 4, Separacién cromatogréafica de 1a F I a través de una columna de intercambio iénico.
En una columna (0.9 x 32 cm) de carboximetil celulosa equilibrada con una solucién
amortiguadora de acetato de amonio 20mM, ph 4.7 elufdo con un gradiente salino de 0 a 0.5
M de NaCl. Se aplicaron100mg de F II con un flujo de operacién de 30 ml/h y se colectaron

volumenes de 2.5 ml. Se obtuvieron 15 fracciones las cuales se indican con barras
horizontales.
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C. Georgina Gurrola obtenido durante la purificacién de la NTX). Unas de las principales
diferencias con respecto a la estrategia anterior fué que ahora se evité cualquier mezclado de
fracciones y que a partir de estos experimentos se conté con anticuerpos policlonales anti-
NTX, obtenidos por la QFB Alejandra Solache en el laboratorio, que permitieron una
bisqueda mas amplia de los péptidos homélogos a NTX.

De la fraccién 11a se aislé la NTX por CLAP (datos no mostrados) y una minima cantidad de
péptido semejante a ella. Tratando de evitar méas pasos de purificacion a través de los cuales
se pudiera perder un poco de muestra y tratando de evitar problemas artefactuales, la
fraccin 11b fué directamente pasada a través de CLAP en una columna C4 semi-preparativa,
dando un patrén cromatografico como el que se muestra en la Figura 5. Con la ayuda de los
anticuerpos policlonales se realizé la busqueda de los péptidos anilogos a la NTX (Figura 6).
La cantidad de FII 11b procesada fué de 26 mg; dada la cantidad tan grande de muestra
procesada, fué necesario hacer 19 aplicaciones independientes de aproximadamenete 1.3 mg
cada una en el cromatégrafo. Debido a que se mezclé de manera homogénea el material
obtenido de estas aplicaciones fué necesario verificar la pureza de cada uno de los péptidos.
Por tal motivo se llevo a cabo una cromatograffa a concentracién constante de eluyentes por
CLAP a cada uno de los péptidos que presentaron reaccién cruzada con los anticuerpos en el
ensayo de ELISA, considerando homélogos a NTX aquellos péptidos que dieron positivo
por encima del 10%, considerando como un 100 % la absorbancia obtenida con NTX a 450

nm, en el reconocimiento por anticuerpos policlonales. Lamentablemente se tuvo

P con el crc grafo, en cuanto a Ja recuperacién final, quedando cantidades muy
pequeiias de cada una de ellas. El péptido de! cual se pudo recuperar una mayor cantidad (1
mg aproximadamente) para continuar el trabajo eluyé en el tiempo de retencién (TR) 36.26
(marcado en la figura 5 con un asterisco) y en una recromatografia isocratica en un TR 11.50
(Figura 7). Este péptido presenta cerca de un 20% de reconocimiento por anticuerpos
policlonales (Figura 8a), sin embargo no es reconacido por ningun de los anticuerpos
monoclonales (Figura 8b).

Es imporlante resaltar el hecho de que los anticuerpos monoclonales no reconocieron al
péplido 36.26 (11.50) y por el contrario sf es reconocido por el anticuerpo policlonal. Esto
sugiere que los anticuerpos monoclonales estdn reconociendo una regién de la NTX que no
se encuentra presente en éste péptido, mientras que en el suero policlonal existen

anticuerpos que reconocen segmentos homologos en ambos péptidos.
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Figura 5, Perfil cromatografico de la FII 11b por CLAP

Perfil cromatogréfico de la FII 11b, en un gradiente lineal de 0 a 60 % de B en 60 minutos con
una velocidad de flujo de 1 ml/min (Marcado con linea punteada).

El péptido con TR 36.26 (sefialado con un asterisco), fué el péptido del que se obtuvo una
mayor cantidad de muestra, de entre todos los componentes que dieron positivo en el ensayo

de ELISA con el anticuerpo policlonal (ver figura 6).
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Figura 6. Reconocimiento por ELISA de los componentes de la FII 11b

Los péptldos eluidos en el CLAP de la fracci6n 11 11b fueron ensayados por ELISA. Se
consideraron como péptidos semejantes a NTX aquellos péptidos que obtuvieron un
reconocimiento con anticuerpos policlonales anti-NTX superior al 10% del valos obtenido
con NTX (ver material y métodos). En el eje horizontal se presentan los tiempos de
retencién que corresponden a los diferentes péptidos obtenidos en el patrén cromatogréfico.
En el eje vertical se grafica el % de reconocimiento mostrado por cada uno de éstos péptidos
con los anticuerpos policlonales, tomando como 100% el reconocimiento obtenide por la
NTX.
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Figura 7. Cromatograffa a concentracién constante de eluyente del péptido 36.26

En este cromatograma se muestra una corrida isocratica por CLAP en una columna C, con
una concentracién 20% de B constante con un flujo de 1ml/min durante 40 minutos. El
péptido mayoritario eluye con un tiempo de retencién 11.50.
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Figura 8. Reconocimiento por ELISA del péptido NTX-2
a) En esta grifica se elp je de reconoc

btenido por el péptido NTX-2

con el anticuerpo policlonal anti-NTX( cerca del 20%).

b)Reconocimiento por parte de los 6 anticuerpos monoclonales levantados contra NTX
(BNTX-4, BNTX-12, BNTX-14, BNTX-16 BNTX-18 y BNTX-21).

Cada uno de éstos experi fué realizado en dos difi ocasi por tripli y
se grafica el promedio de cada valor obtenido.
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Como conclusién de esta segunda cstrategia de purificacién quedaban claras daos cosas: 1.-)

que independi de la gia utilizada para purificar los péptidos semejantes a

‘

NTX en el veneno de C. noxius

varios comp distintos, confirmando la
primera estrategia anteriormente citada; 2.-) que al utilizar anticuerpos policlonales fué
posible identificar y caracterizar un componente nuevo, semejante a la NTX cuyos epitopes
reconocidos por los anticuerpos monoclonales son distintos a los epitopes presentes en la
NTX-2.

TERCERA ESTRATEGIA

La estrategia utilizada anteriormente confirma la presencia de una variedad de péptidos
homélogos a la NTX, pero no proporciona la cantidad exacta del niimero de estos que
pudierdn estar formando la familia de péptidos semejantes a NTX dentro del venenode C.
noxius. Fué necesario buscar otra estrategia mds adecuada para establecer el niimero de
proteinas semejantes a NTX sin realizar demasiados pasos de putificacién.

La fraccién I proveniente de Sephadex G-50 (ver fig 1) fué pasada directamente por CLAP. Se
iva en un gradi lineal de 0 a 60%

aplicaron 3mg de FII en una columna Cy semi-p

P

de acetonitrilo en 60 minutos. Se obtuvo un patrén crc grafico con aproximad: 40
péptidos (Figura 9). Esto resulté l6gico si se considera que en ésta fraccién se encuentran
presentes tanto las toxinas que actiian sobre canales de sodio asf como las que tienen
actividad sobre canales de potasio. Estos datos fueron confirmados al hacer una busqueda con
anticuerpos policlonales anti NTX y anti Cn2 (una péptido representante del grupo de

toxinas que bloquean les de sodio pr en el de C.noxius) ver Figura 10. De
acuerdo a los resultados mostrados en la figura 10 se puede observar que las diferentes
toxinas dirigidas contra canales de potasio y canales de sodio, estén perfectamente agrupadas
y que de acuerdo a sus caracteristicas hidrofébicas eluyen en tiempos de retencién muy
parecidos. Esto nos habla de que existen ciertas camcteristicas fislcoquimicas semejantes entre
los péptidos miembros de una familia de toxinas.

A los péptidos que dieron reacci6n cruzada con los anticuerpos policlonales anti-NTX se
realizé un ensayo de ELISA con los seis anticuerpos monoclonales para observar y comparar
el grado de reconocimiento de los monoclonales por cada uno de los péptidos homélogos a
NTX (Figura 11).
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Figura 9. Fraccionamiento de la FII a través de CLAP.

La FII (3 mg) fué pasada directamente por una columna C4 semipreparativa en un gradiente
de acetonitrilo de 0 a 60% en 60 minutos por CLAP. Mediante este paso de purificacién se
obtiene la separacién de los péptidos que actiian a nivel de canales de sodio y de aquéllos que
actian sobre canales de potasio. Los péptidos semejantes a NTX se eluyen a partir del minuto
25. El péptido que eluye en TR 25.54 corresponde a NTX, los péptidos semejantes a NTX
eluyen hasta un TR méximo de 36.08.
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Figura 10. Reconocimiento por anticuerpos policlonales en un ensayo de ELISA de los
componentes de la fraccién IL

Cada uno de los péptidos obtenidos al pasar la FIl por CLAP fueron seleccionados de acuerdo
al reconocimiento obtenido con los anticuerpos anti NTX @]y anticuerposantiCn2 ¢
(péptido repr delas de sodio en el veneno de C. noxius). En la extrema
derecha se muestran los controles de las toxinas NTX y Cn2, los cuales representan el 100%
de reconocimiento obtenido con sus respectivos anticuerpos policlonales.
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Figura 11. Reconocimiento por ELISA con anticuerpos monoclonales anti-NTX de los
componentes de la Fll purificados por CLAP.

En esta grdfica se muestran los distintos % de reconocimiento obtenidos por los
componentes de l1a FII del veneno de C. noxius que anteriormente dieron reaccién positiva
con los anticuerpos policlonales. En la parte superior se muestran las columnas

correspondientes a los diferentes anticuerpos monoclonales.
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Los resultados obtenidos en este ensayo muestran que la eficiencia relativa en el
reconocimiento obtenido con cada uno de los anticuerpos monaclonales varia con los
dife péptidos i’ a la NTX. El uso de anticuerpos monoclonales junto con las
caracteristicas de elucién en CLAP permiten diferenciar entre varios péptidos pertenecientes

ot

a una misma famflia. Mediante esta estrategia se pudo d la existencia de un
de 6 péptidas j aNTX p en el veneno de C. noxius. El niimero exacto de
péptidos semejantes a NTX hasta ahora descritos podrfa aumentar, ya que algunos de estos

bl correspondan a otros

péptidos analizados pr c iones que prot
péptidos homélogos. No se puede considerar un estrategia optativa para purificar grandes
cantidades de proteina, ya que una de las principales limitantes es la cantidad de muestra

que se puede aplicar en el cromatdgrafo.

B.- CARACTERIZACION QUIMICA

El trabajo desarroliado posterior a la purificacién se realizé principalmente con el péptido
36.26 (11.50), ademés de lograr blecer la ia N-terminal de algunos otros péptidos
jos en la gia de purificacién No. 1

1.-Andlisis de aminodcidos

Para obt la co i6n de inodcidos se proceso 1 nanomol de muestra, tomando
como base el peso molecular de la NTX. Este material fué hidrolizado a dos tiempos (24 y 48
hrs.) a 110 oC. La composicién de ami idos del péptido 36.26 (11.50) es mostrada en la
Tabla 1. La cantidad de cada aminoicido fué determinada por integracién del drea bajo la
curva. Serina, treonina y tirosina son muchas veces parcialmente destruidos por hidrélisis
4cida, donde la cantidad de destruccién depende del tiempo de hidrélisis. La inclusién de
fenol en la mezcl_a de hidrélisis tiende a disminuir la destruccién de algunos aminodcidos,

particularmente tirosina.

La determinacién de la composicién molar de cada aminodcido en la proteina se calculo en
base al andlisis comparativo de una muestra estindar de concentracién conocida bajo las
misma condiciones de trabajo que la muestra problema.
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TABLA1 Analisis de Aminodcidos del Péptido 36.26 (11.50) NTX-2

Observado Integrado
mol Residuos/mol Péptido

Alanina 213 2

Ac. Aspirtico o Asparagina 333 3
Cisteina ND ND
Fenilalanina 1.15 1
Glicina 2.84 3

Ac. Glutimico o Glutamina 2.70 3
Isoleucina 2.84 3
Leucina 115 1
Lisina 6.16 6
Metionina 0.16" 1
Serina 277 3
Tirosina 0.05° 1
Treonina 2.32 3

Total 30+ ND

ND = No determinado

* Valores extrapolados a tiempo 0.

Los valores mostrados en esta tabla estdn basados en un andlisis comparativo con una
muestra estdndar bajo las mismas condiciones de trabajo que la muestra problema.
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2.-Secuencia de aminoécidos.

De acuerdo al tipo de membranas (de fluoruro de polivinilo PVDF), utilizada como soporte
en la obtencién de la secuencia de amino4cidos basados en el método de Edman, se siguieron
dos protocolos : adsorbido y covalente.

La muestra, sin reducir ni alquilar, colocada en la membrana de manera adsorbida, permitio
obtener la secuencia de los primeros 15 aminoécidos de la porcién amino terminal de la
proteina NTX-2.

El protocolo covalente utilizado en el laboratorio, se basé en el empleo de membranas
derivatizadas con grupos quimicos que permitieron unir 2 las proteinas covalentemente,
Los dos tipos de membranas utilizadas fueron las derivatizadas con el grupo aril amino y las
que utilizan el grupo fenil isotiocianato (DITC) como grupo de unién .

Las membranas derivatizadas con el grupo fenil isotiocianato, el cual reacciona con aminas
primarias, permitieron obtener los primeros 30 residuos de la porcién amino terminal de la
NTX-2. Se observaron algunos espacios vacios que probablemente correspondan a residuos
de lisina, los cuales no pueden ser detectados en este tipo de membrana, ya que la unién de
Jas proteinas a esta membrana se realiza principalmente con la amina primaria de las
lisinas.

Las membranas con el grupo aril amino, el cual reacciona con Jos grupos carboxilicos,
permitieron corroborar los datos obtenidos anteriormente y confirmar 1a posicién de los
residuos de lisina en la secuencia.

Ei utilizar métodos complementarios, como son la hidrélisls con bromuro de danégeno y la
digestién triptica, permitic conocer la secuencia carboxilo terminal de la protefna y obtener
fragmentos péptidicos que se sobrelaparan con Jos ya conocidos, respectivamente (ver Figura
12). La estrategia seguida para la obtencién de la secuencia completa de aminoécidos esta
esquematizada en la Tabla 2.

Las secuencias amino terminal de algunos otros péptidos obtenidos durante et desarrollo de
las tres estrategias de purificacién se pueden observar en la Tabla 3. En primer término se
muestran los péptidos aislados durante la estrategia No. 1. La secuencia de Ja NTX-2 se
presenta como el péptido aislado durante la estrategia No. 2. Los péptidos aislados durante la
dltima estrategia corresponden a péptidos agrupados dentro de los péptidos homélogos a
NTX, ya que de estos se logro obtener la secuencia amino terminal més completa. Se les ha i
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Figura 12, Anélisis por CLAP de Ja digestién e hidrélisis del péptido NTX-2.

En esta figura se muestran los productos de digestién e hidrélisis del péptido NTX-2 :

a) Representa la hidrélisis con bromuro de cldnog el frag t fialado con un
asterisco corresponde de acuerde a la secuencia de aminodcldos a la porcién carboxilo

terminal del péptido.
b) Patrén cromatografico de de la digestién triptica seguin el protocolo detallado en materiales
y métodos., Cada fragment do en la digesti6n fué posteriormente analizado en el

B

secuenciador automdtico (ver tabla 4).
Las condiciones de ambos cromatogramas fueron las mismas: eluidos en un gradiente lineal
de acetonitrilo de 0 a 60% en 60 minutos en una columna C; preparativa.
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TABLA 2. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA DE LA NTX-2
[PEPTIDO 36.26(11.50)]

SECUENCIA MEMBRANA-TR
1 10 20 30 39
TIINEKCFAT SOQXWIP... Directo
. .o oMN GKCKCYN, .. H. BICN
..CFAT  SQCWTPCK... D. triptica 32.30
TIINEK... D. triptica 23.74
«o.CKCYN. .. D. triptica 26.46
o KXA IGSLQSK. .. D, triptica 24.43
TIINEKCFAT SQCHWTPCKXA IGSLOSKCMN. .., RC*DITC®
TIINEKXFAT SQXWTPXKKA IGSLOQSKXMN GKXK. .. RC-arile amino
...G Anzlisis a.a
TIINEKCFAT SQCWTPCKKA IGSLQSKCMN GKCKCYNG Secuencia Completa

», muestra reducida y alquilada

¥, membrana derivatizada con el grupo fenil-isotiocianato
¢, membrana derivatizada con el grupo aril-amino

D, digestién

H, hidrélisis
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TABLA 3. SECUENCIAS AMINO TERMINAL DE ALGUNOS PEPTIDOS HOMOLOGOS A NTX

TR

20.43:

24,720

29.95:
36.26(11.50)
NTX-3»
NTX-4
28.97
29.60
30.33
NTX

(NTX-5).
{NTX-6)+
(NTX~T7)+

AV_NY
NV_AG
KNGYP
TIINE

TFINV
TFINV
TFIDV

TFINV
VIINV
TIINV

10

20

RTSDK DD_Q...

ATGVR...
V_N...
KCFAT SQCHWT
KCTSP KQCSK
KCTSE LQCLQ
K...

KATSG YE_LP
KATSP QO_LG
KCTSP KQCSK

1 Péptido alislados en la estrategia No. 1
1Péptido (NTX-2) aislado en la estrategia No. 2

31 Péptido aislados por G. Gurrola

« Péptido aislado en la estrategia No. 3

PCKKA
PQOLO
PGDEL

ARKAA
YYKAA
PCKEL

IGSLQ SKCMN GKCKC YNG
PCKEL. ..
YG...

IG_AS...
FGI_A _G...
YGSSA GAKCM NGKCK CYNN

Los tiempos de retencién (TR) corresponden a los tiempos de elucién mostrado en el patrén

cromatografico por CLAP en las diferentes estrategias.
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dado un nimero (NTX-5, NTX-6 y NTX-7) de acuerdo al orden en el iempo de elucién. Los
péptidos NTX-3 y NTX-4 ¢ jponden a péptid islados y iados en un trabajo
anterior desarrollado por Ia M. en C. Georgina Gurrola.

En la familia de los péptidos homélogos a NTX, seglin los datos obtenidos hasta ahora (ver
tabla 3), existe un alto grado de conservacién de la secuencia de aminodcidos de la regién

amino terminal, los cambios mds bles y los que posibl te no alteren de mancra

considerable su especificidad, se encuentran en la regién central de la estructura primaria de
éstos péptidos. Estos datos aumentan el interés de nuestro grupo en completar la
caracterizacién de la secuencia de aminoécidos y su efecto sobre canales de potasio en
ensayos electrofisiolgicos y contribuir de una forma miis completa al entendimiento de la
relacién estructura-funcién de estas biomoléculas y tratar de analizar desde un punto de
vista evolutivo Ja presencia de esta variedad de péptidoa semejantes en el veneno de
alacrdn,

Existe otro grupo de péptidos que difiere considerablemente de Ia secuencia de aminoicidos
de la NTX, sin embargo son reconocidos por Jos anticuerpos policlonales levantados contra
la propia NTX; existe la posibilidad de que la homologia con Ia toxina se encuentre en la
regién central o en la porci6én carboxilo terminal hasta ahora no descritas. Hasta el momento
podemos hablar de dos grupos de péptidos semejantes a la NTX, uno de alta homologfa a
nivel de secuencia de amino4cidos y otro de baja homologia, pero ambos grupos reconocidos
por los anticuerpos policlonales.

C.- ENSAYOS DE COMPETENCIA

Uno de los objetivos propuestos al inicio de éste trabajo, fué el de comparar las propiedades
de los péptidos andlogos a NTX con la propia NTX. Con tal ivo y teniendo la ia
de amino4cidos conocida, Maba i ver si existia algiin tipo de competencia por
el sitio de unién a NTX en membranas de cerebro de rata, segiin el protocolo descrito en
material y métodos. Los efectos inhibitorios de varias concentraciones de NTX y NTX-2 en la

unién al equilibrio de [29] NTX a t P3 son dos en la Figura 13. El ICs
(mitad de la concentracién inhibitoria) para NTX fué de 0.30 nM y para la NTX-2 de 300 nM.
Con el objeto de compl é&stos yos de comp ia se marco radiacti la

NTX-2. Sin embrago, dada la radioactividad especifica tan baja obtenida (5.7 Ci/mol), no se
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Figura 13, Curvas de desplazamiento de Ja unién de [125]) NTX a P3.

Utilizando la NTX-2 como competidor se realizaron curvas de desplazamiento de [13]JNTX
en membranas de cerebro de rata (P 3) (ver mat y mét.). Se probaron varias concentraciones
de NTX fria como control (10nM a 10 pM) y NTX-2 como competidor (10 uM a 1.0 nM) .
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di 1.

p los ensayos de despl i con NTX frfa. El intento de marcar

radioactivamente el pépllélo NTX-2 se hizo por duplicado, sin embargo en ambos casos los

Itados fueron simil T do de analizar las diferencias encontradas en la cantidad
de radioactividad especifica obtenida para ambas toxinas, 131 Ci/mol para NTX, podremos
explicar esas diferencias si comparamos sus estructuras primarias. Analizando la secuencia
de amino4cidos de ambas protef: yt do en consideracién la estructura terclaria
predicha para la NTX (de “pufio cerrado”, en base al modelo descrito para la ChTX) se puede
suponer que en dicha estructura la tirosina de la posicién 21 pudiera estar expuesta
favoreciendo la iodacién de la toxina, mientras que la tirosina presente en ambas toxinas en
la porcién carboxilo terminal (en la posicién 36 en la NTX-2 y 37 en la NTX) pudiera no estar
tan disponible en las condiciones experimentales de fodacién .

D.- BIOENSAYOS DE LA NTX-2

Se realizaron pruebas de toxicidad sobre i (r: ) iny do dos por via
intraperitoneal con 100 y 200 ug de NTX-2 por 20g de peso de ratén. Al igual que en
mamiferos NTX-2 no presenté ningtlin efecto téxico a las désis ensayadas (30 pg), sobre
crusticeos {acociles). Sin embargo, al administrar la misma désis aplicada a los acociles sobre
insectos (grillos) éstos si presentaron sfntomas de toxicidad (convulsiones, pardlisis de
miembros inferlores y pérdida de reflejos). En ambos ensayos se inyectaron a los animales
en la parte dorsal de su cuerpo.

E-DETERMINACION DE LOS PUENTES DISULFURO DE LA NTX-2

Los puentes disulfuros intramoleculares estabilizan el rearreglo tridimensional de una

cadena peptidica sencilla, haciéndola menos susceptible a la degradacién.

Exper 1 se ha d do (Hab zer-Rochat 1976) la disminucién y pérdida de
1a actividad da por las toxinas p en el veneno de alacrin al reducir los puentes
disulfuro.
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Sometiendo a digestion triptica 30 pg de muestra, sin reducir ni carboximetilar y pasando los
productos de digestién purificados por CLAP a ia, se ha oblenido hasta el la

sicién de uno de los disulfuro en la molécula entre los residuos 7 y 28
po! P P y

(datos no mostrados), el cual concuerda con la posicién de uno de los puentes disulfuro que
P la ChTX (Gi Gallego y cols. 1988, Massefski y cols. 1990, Bontems F. y cols.
1991) y 1a NTX (Gurrola G. datos no publicados).

F) COMPARACION DE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LA NTX-2 CON
OTRAS TOXINAS CON ACTIVIDAD SOBRE CANALES DE POTASIO.

Es interesante analizar toda esta serie de datos obtentdos a partir del estudio de la proteina
NTX-2 y compararlos con NTX. Aidn cuando las toxinas en general expresan multiples

funel -

estas p un peq de arreglos espaciales. La presencia de varios
péptidos semejantes entre sf en el veneno de C. noxius, pudiera deberse a un fenémeno

natural evolutivo, en donde los péptidos con menor concentracién dentro del veneno
representan las estructuras menos activas que evolutivamente han sido relegadas y tienden

a desaparecer del veneno, conservando unic 8 ue aporten mayores
L P

beneficios en sus mecanismos de defensa y en la obtencién de alimento.

Otra posibilidad serfa que estos péptidos representen toda una variedad de toxinas que
pudieran estar afectando a igual mimero de canales iénicos. Pudiera representar un amplio
mecanismo de defensa que los alacranes hubleran desarrollado para poder contender contra

di organt Cualquiera que sea la realidad resulta muy importante e interesante
continuar el estudio de esta sub-familia de péptidos tratande de entender el caracter

T Antid.

1 de estos pép dentro del veneno de los alacranes.

Sf observamos detenidamente la secuencia de aminoicidos de ambas protefnas y las

evolutivo y

comparamos con las secuencias de otras proteinas que actiian sobre canales de potasio
notaremos la conservacién tan grande que presentan los residuos de cisteina en la estructura
primaria, lo que probablemente le confiera un rearreglo tridimensional caracteristico para
este tipo de protefnas (Tabla 4).

Ahora bien analizando por separado a la NTX y NTX-2 y ¢ do detenid, las

P

diferencias presentes en la secuencia de ambas protefnas, podemos observar un alta
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TABLA 4. Comparacién de secuencias de toxinas que actian sobre canales de K+

1 10 20 30 39
NTX-2 TIINEKCFAT SQCWTPCKKA IGSLQSKCMN GKCKCYNG
NTX TIINVKCTSP KQCSKPCKEL YGSSAGAKCM NGKCKCYNN
MgTX . TIINVKCTSP KQCLPPCKAQ FGQSAGAKCM NGKCKYPH
CNII 10.2 TEIDNVKCGS SKECXP...
c.1.1. TVDIVKCTSP KQSLP CSKEI YGRHAG...
TS5 11-9 VFINAKCRGS PGCLPKCKGA  XGKAAGKCXN...
ChTX EFTNVSCTTS KECWSVCQRL HNTSRGKCMN KKCRCYS
IbTX EFTDVDCSVS KECNSVCKRL FGVDRGKCMG KKRCYQ...
LTX IX ZFTQESCTAS NQCWSICKRL HNTNRGKCMN KKCRCYS
LTX IIIX GLIDVRCYDS SQCG...
KTX KTXGVEINVK CSGSPQCLKP CKDAGMRFGK CMNRKCHCTP
LeTX(Scyllatoxin) AFCNLRMCQL SCRSLGLLGK CIGDKCECVK H...
Apamina CNCKAPETAL CARRCOQH
ChTX caribd ina; KTX kaliotoxina; IbTX It ina ; LeTX Scyll ina; Cnll 10.2 Toxina

de Centruroides moxius fraccion Il 10; LTX II Leiurustoxina II; LTX III Lelurustoxina 1IY;
Cltoxina de Centruroides limpidus impidus; MgTX Margatoxina; NTX Noxiustoxina; NTX-

2 Noxiustoxina 2
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homologfa en la regidn carboxilo terminal y en los primeros siete residuos de Ja porcion
amino de la protefna. 5 tomamos en cuenta los reportes que se ticnen de la importancia de
1a regién amino terminal de la NTX en su efecto toxico (Gurrola y cols. 1989) y su actividad

bloqueadora sobre canales de p en ensayos elc 16gicos (Vaca L. y cols. 1993)
utilizando péptidos sintéticos, resulta de interés el cambio tan importante que tiene la NTX-2
respecto de la NTX en la posicién 5 donde existe un cambio de valina por un glutdmico.

Aprovechando los dates obtenidoes por G. Gurrola en el sentido de que el nonapéptido
sintético de la porcién amino terminal de la NTX,;es capaz de producir una sintomatologfa
similar a la producida por la NTX en se izé un péptid
unicamente el residuo de la posicién 5 Glu- Val (NTX ). C do con la colat 160 del
estudiante de doctorado Luis Vaca, ambos péptidos fueron probados en ensayos

o

similar

electrofisiolégicos sobre canales de potasio dependientes de calcio de baja conductancia
obtenidos de un cultivo de células endoteliales de aorta de bovino. Los datos obtenidos

dlemi

indican una i6n en el blog por parte de la NTX ;.op que la mostrada por el

péptido NTX ;5 (Datos no publicados). M4s recientemente Luls Vaca probé en el mismo
£ el efecto bloqueador de la NTX nativay la NTX-2, de donde se obtuvé una curva de
ddsis-respuesta (a -40 mV) de donde se puede apreciar el efecto de ambas toxinas en la

probabilidad de apertura de este canal. El efecto m4s notorio es presentado por la NTX (ver
Figura 14).

a3

de doctorado Angelina

Asimi resultados preliminares obtenidos por la
Ramirez en ensayos electrofisiolégicos en el canal de potasio modificado Sheaker sugieren
que el comportamiento obtenido en estos canales por parte de la NTX-2 es similar al
obtenido con Ja NTX (datos no presentados).

Estos datos nos muestran la variabilidad en el comportamiento de las toxinas ante diferentes
canales de potasio. Asf un mismo canal puede ser bloqueado por una variedad de toxinas con
diversas afinidades y visceversa, una misma toxina puede actuar sobre diferentes canales
pero no con el mismo efecto.
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FIGURA 14 Curva désis-respuesta de la NTX y NTX-2 sobre un canal de paotasio.

Curva désis-respuesta donde se puede observar el efecto presentado por la NTX y NTX-2
sobre la probabilidad de apertura {(Fo) de un canal de potasio activado por calcio de baja
conductancia obtenido de un cultivo de células endoteliales de aorta de bovino, en un

ensayo de voltaje sostenido (-40 mV). La concentracién media inhibitoria se muestra
anotada en el extremo superior derecho de Ja figura (esta grafica fué obtenida por Luis Vaca,

trabajando en colaboracién con nuestro laboratorio).
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V1- CONCLUSIONES

En forma general podemos concluir:

-En el veneno del alacrén Centruroides moxius estd presente una familia de péptidos,

posibl de 9 p que p una alta homologfa en composicié
ia de inodcidos y probabl compor electrofisiolégico, con la

Noxiustoxina(NTX).

- El uso binado de anticuerpos policlonales y lonales producidos contra NTX, da

un amplio esp en la busqueda de péptidos y permite una sencilla seleccién de los

péptidos homélogos a NTX en el veneno de C.noxius.

- La cantidad de NTX y péptidos homélogos p en el total de C.noxius es

muy pequefia. M la NTX rep ta cerca del 1% del total de proteinas presentes en el

venene, cada uno de los péptidos homélogos no se en una idad mayor del

0.1%.

El estudio completo de la familia de péptidos semejantes a NTX, ayudar a la compresién de
Ia relacién estructura-funcién de las toxinas a nivel de canales i6nicos, asf{ como ampliar la

" 4

perspectiva del uso de como para el estudio de los mec moleculares

de la gran diversidad de les de potasio p en las células,

Como mencione anteriormente, los cambios en la secuencla, pero conservando un motivo
estructural, probablemente sea una de las estrategias que por selectividad evolutiva se ha
desarrollado para dar con pocas alteraciones mayor especificidad y afinidad por ciertas
moléculas,
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VIL- PERSPECTIVAS

Dada la imp fa que rep el tener péptidos especificos para el estudio de los
diferentes tipos de les de potasio p tes en toda L bidlogica, resuita
relevante la caracterizacién de péplidos que amplien el nii de léculas que
puedan ser utilizadas como herrami . El aislami y caracterizacién de péptidos

semejantes permitird el estudio funcional de una diversidad de canales de potasio.

Una de las estrategias para poder estudiar la relacién estructura funcién de las toxinas de
alacrén es la de alslar y caracterizar péptidos con cierta homologfa en su secuencia de
aminodcidos pero con algunas diferencias. El relacionar los cambios en la secuencia de

amino4cidos con las diferencias en reconocimiento de anticuerpos y actividad molecular

ayudar4 grand te al entendimi de este paradigma.
El lograr purificar y caracterizar diferentes péptidos pertenecientes a una misma familia de

2

abre la posibilidad de i aislar diferentes tipos de canales i6nicos .

Dada la importancia que representa el tener péptidos especificos para el estudio de los

1 hirlaol

gica, resulta

diferentes tipos de les de p io pr en toda

relevante la caracterizacién de nuevos péptidos que amplien el niimero de moléculas que
puedan ser utilizadas como herramienta .

Este estudio puede ampliarse en el futuro utilizando de al de otras especi
que también poseen toxinas dirigidas contra canales de potasio.

Otra perspectiva futura de mucho interés en este campo es la obtenci6n del gen que codifica
para la NTX, Sf se llegarin a presentar dificultades en la clonacién se podrfa Intentar
sintetizar el gen, como ya se ha hecho para otras toxinas (Chul-Seung Park 1991). La

utilizacién de las herramientas recient te desarrolladas por la Blologia Molecular
permitirfa originar modificaciones dirigidas (mutaciones sitio especifico) o al azar (“phage
display”) mediante el uso de fago fil para ampliar la diversidad de estr

semejantes a la NTX para su estudio. Este trabajo se veria beneficiado por la utilizacién de
técnicas electrofisiolégicas de “patch-clamp” (voltaje sostenido en framgentos de
membranas) o con la expresiSn de RNAs mensajeros especificos para canales de potasio en
oocitos de rana, o en células de insecto (SF 9), con la finalidad de estudiar la relacién
estructura funcién a nivel molecular y de formsa sistemdtica.
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