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EFECTOS DE MODIFICACIONES QUIMICAS SOBRE ACTIVIDADES
ANTIGENICAS Y FARMACOLOGICAS DE LA NOXIUSTOXINA

Prescnta.  Ma. Emma Alcjandra Solache Diaz

RESUMEN

Diversos canales i6nicos sclectivos a potasio se inhiben especificamente por una fami-
lia de péptidos neurot6xicos que se encuentran ¢n venenos de alacrdn, Esie trabajo sc basa
en el estudio de la estructura-funcién de 1a noxiustoxina (NTX), una toxina perteneciente a
dicha familia de neurotoxinas bloqueadoras de canales de potasio.

La NTX sc obtuvo a homogencidad, a partir del veneno del alacrdn Centruroides noxius, y
se utiliz6 tanto para generar un suero policlonal anti-NTX, como para realizar modifica-
ciones quimices a dicha toxina con la idea de estudiar la participacién de ciertos residuos
de aminodcidos particulares asf como de regiones estructurales, en la antigenicidad y en los
efectos farmacolégicos de esta protefna. Los resultados de tales modificaciones indican: 1)
la reduccién y carboximetilacién, asi como la reducccién y metilacién de los puentes disul-
furo, eliminan la actividad funcional de la toxina. Esto s¢ demostré farmacol6gicamente
por ensayos de desplazamicnto de la unién de '251-NTX a fraccién P3 de cercbro de rata, y
antigénicamente, cn ELISA mediante reconocimiento por el suero policlonal anti-NTX, 2)
El dnico residuo de metionina presente en la NTX, se encuentra poco accesible, o bien
oculto en el interior de la toxina. 3) La digestién de NTX con tripsina permitié la obtencién
de un fragmento intermedio (libre de enlaces disulfuros), un hexapéptido amino terminal y
un fragmento que corresponde a la toxina sin los dos péptidos mencionados anteriormente.
Ninguno de ellos fué reconocido por el antisuero policlonal anti-NTX, ni desplazé la unién
de NTX marcada a fraccién P3 de cerchro de rata. 4) La NTX fué acetilada con anhidrido
acético y los derivados fueron separados por cromatograffa liquida de alta presién; se reali-
zaron dos ensayos de modificacién, en ¢l 1° de cllos se obtuvieron 7 fracciones con varias
modificaciones cn las cuales se climiné completamete la actividad farmacolégica y la acti-
vidad antigénica disminuyé drdsticamente, cn el 2° cnsayo sc obtuvieron 6 fracciones par-
cialmente modificadas, cn las cuales la modificacién no indujo una pérdida significativa de
la actividad farmacolégica, micntras que la actividad antigénica disminuy$ en relacién di-

recta con el grado de modificacién que sufrié la toxina.

Vo.Bo. Dr. Lourival D. Possani Postay.



ABSTRACT

Several potasium channels arc blocked with high affinity by specific ncurotoxic pep-
tides from scorpion venoms. In this work we have focused on the study of the structure-
function relationship of noxiustoxin (NTX), a toxin from the venom of Centrurocides noxius

Hoffman, amexican scorpion.

NTX was purificd to homogeneity, from the venom of the scorpion Centruroides
noxius. We generate a policlonal serum against NTX. We made chemical modifications to
NTX to study the role of some particular residues and structural regions, in both the anti-
genicity and the farmacological cffccts of the toxin, The results of these modifications
show: 1) reduction and carboximetilation, or reduction and metilation of the disulfide
bridges, destroy the functional activity of the toxin, tested by competition with !25I-NTX
for binding to synaptosomes from rat brain and by rccognition by the policlonal antibody
anti-NTX. 2) The only methioninc residuc in NTX, must beburied inside of the toxin. 3)
Tryptic digestion of NTX yiclds a fragment (disulfide bridges free), an hexapeptide at the
N-terminal region, and a fragment without those peptides, none of the fragments was
recognized by the polyclonal antibody anti-NTX, ncithcr compete with the binding of '25I-
NTX to synaptosomes. 4) NTX was acctylated with acetic anhydride and the modificd
derivativeswere separated by HPLC. We did two modification assays,in the first one, we
obtained 7 fractions polimodificd in wich the farmacological activity was abolished
completely whereas the antigenic activity was significantly affected; on the second assay
we obtained 6 fractions partialy modified, where the modification did not caused an
important disminution of the farmacological activity, whereas the antigenic activily
decresed in relation with the level of modification of the toxin.
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INTRODUCCION

El principal propésito de un vencno cs cl de interferir selectivamente con elementos de
importancia critica en los procesos fisiolGgicos esenciales. Los venenos animales ejercen
una amplia diversidad de actividades biol6gicas, llevadas a cabo por componentes, que
usualmente son proteinas. Dichos componentes en los venenos, han estado sujetos a una ex-
tensa investigacion desde el inicio de éste siglo por dos razones principales: primero, sin te-
ner en cuenta su origen, los vencnos constituyen herramientas exquisitas en el estudio de
sistemas fisiol6gicos. A mediados del siglo XIX, Claude Bernard (1857) utilizé el curare,
un veneno obtenido de plantas, en la investigacién de la comunicacién entre nervio y mus-
culo. El demostré que la accién paralizante del curare resultaba de un bloqueo de la accién
periférica del nervio motor en musculo. En scgundo término, la elucidacién de los princi-
pios téxicos presentes en el veneno puede ayudar al desarrollo de posibles vacunas para pro-
teger al hombre en contra de picadura o mordedura de animales ponsofiosos (Menéz er al.
1992).

Las toxinas animales e¢jercen una gran diversidad de acciones, incluyendo alteraciones
funcionales, ya sea del sistema nervioso central y periférico, de varios tipos de misculos o
de la coagulaci6n sanguinea. Sin embargo, cada una de estas acciones se lleva a cabo por la
acci6n de los componentes del veneno sobre una variedad de blancos moleculares especifi-

cos, incluyendo canales iénicos, receptores y enzimas.

Respecto a las toxinas que intcraccionan con canales iénicos, recientemente se ha ana-
lizado su conformacién cn ¢l cspacio, para tratar de elucidar si existen elementos estructu-
rales comunes involucrados en el bloqueo de la neurotransmisién a nivel del canal, asf como
para identificar los motivos estructurales que imparten especificidad para los diversos ca-

nales iénicos ( Bontems ef al.1991u y b; Park & Miller, 1992; Martins et al. 1990; Johnson
& Sugg, 1992)
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1. Uso de las toxinas en el estudio de canales de potasio

a) Canales de K*

Los canales de K* estén presentes en virtualmente todas las células eucaridticas, desde
levaduras, hasta neuronas de mamiferos, y comprenden una familia de proteinas de mem-
brana que se han clasificado de acucrdo a sus caracterfsticas bioffsicas y farmacolégicas. Es-
tos canales modulan un gran nimero de cventos celulares, tales como la contraccién muscu-
lar, 1a secrecién neuroendéerina, la frecuencia y duracién de potenciales de accién, la ho-
meostasis de clectrolitos y el potencial de reposo en membranas (Hille 1992). Con éste am-
plio rango de accién, encontramos asf{ mismo, una gran diversidad de canales de K* entre
los que se encuentran los canales de K* dependientes de ATP, canales de K* activados por
Na* y los canales de K* dependientes de Ca** cuyo mecanismo de compuerta se regula por
Cat*+ citopldsmico asf como por el potencial de membrana; este tipo de canales han sido cla-
sificados de acuerdo a su conductancia en: a) canales BK de alta conductancia o Maxi K
(250 pS) presentes tanto en células excitables como no excitables y se cree que juegan un
papel en la modulacién del acoplamiento celular estimulo-respuesta (Latorre e al. 1989), b)
canales SK de baja conductancia (10-14 pS), sensibles a apamina, un péptido obtenido de
abeja Apis meliifera y c) canales de conductancia intermedia (MK) que comparten algunas ca-
racteristicas farmacol6gicas presentcs en los grupos BK y SK. Por otra parte, se encuentran
también los canales de K* dependicntes de voltaje, tales canales existen funcionalmente co-
mo estructuras tetraméricas (Mckinnon 1991) formadas por la asociacién de subunidades ya

sea idénticas o disimilares (McCormack 1990; Li er al. 1992; Christic er al. 1990). Esta ca-
racteristica es importante para comprender la diversidad de los canales de K* que se encuen-
tran en diferentes tejidos (Wei e al. 1990). En base a su mecanismo de compuerta estos ca-
nales se subdividen a su vez en canales de K*: a) de corriente transitoria o canales tipo A,
b) rectificadores tardios, el ejemplo clisico lo constituye el canal de K* dependiente de vol-
taje en el ax6n gigante de calamar, descrito por Hodgkin y Huxley en 1952 y c) de rectifica-
cién entrante o0 anémala.

Los avances en biologfa molecular han permitido adentrarse en la estructura de
algunos canales de K+. Recientemente sc han obtenido clonas individuales de cDNA que
codifican para distintos canales de K* dependientes de voltaje que exhiben propiedades defi-
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nidas, cuando son expresados de manera heter6loga (Swanson er al. 1992; Pongs 1992;
Timple er al. 1988). Mediante mutagénesis sitio dirigida se han definido regiones en esas
protefnas que estdn involucradas en la activacién y la inactivacién de canales (Iverson &
Rudy 1990; Busch er al. 1991; Oliva er al. 1991; Stocker et al. 1990), formacién de poro
(Yellen er al. 1991), o bien, que confieren sensibilidad a inhibidores peptidicos (MacKin-
non & Miller 1989; MacKinnon 1991)

A pesar de estos rdpidos avances en el estudio de la biologfa molecular de los canales,
la composicién de las subunidades de canales de K+ nativos y el papel fisiol6gico que jue-
gan cada canal en particular, no es claro todavfa. Hasta hace poco tiempo las drogas tipicas
para bloquear canales de K+ fueron las aminopiridinas, quinidinas y TEA (tetractilamonio),
a pesar de que ellas no son especificas y ticnen baja afinidad. Para resolver esos problemas,
se ha intentado identificar ligandos selectivos y especificos para canales de K*. En la actua-
lidad una herramienta valiosa en cl estudio de los canales ha sido las toxinas obtenidas de
diversas fuentes. Recientemente con la ayuda de toxinas que se unen a canales de K* con al-
ta afinidad, ha sido posible caracterizar y purificar tales canales (Rehm & Lazdunsky. 1988;

Parcej & Dolly. 1989; Prestipino er al. 1989) .

b) Toxinas de alacrin

Los venenos de alacrdn conticnen una gran variedad de toxinas que actian sobre ca-
nales de sodio o de K+, con una amplia gama de acciones y con especificidades marcada-
mente diferentes hacia diversas especics, incluyendo mamiferos y artrépodos. Las loxinas
de alacrdn pueden dividirse en 2 catcgorfas estructurales con base en sus estructuras prima-
rias, estas son: toxinas de cadena larga y toxinas de cadena corta (Possani 1984).

Toxinas de cadena larga.
Las toxinas de cadena larga conticnen 60-70 residuos de aminodcidos con 4 cnlaces

disulfuro (Kopeyan er al. 1974, Rochat et al. 1979; Fontecilla-Camps er al. 1988), tales toxi-

nas actian sobre canales de sodio (Catterall er a7.1979). Todas ellas poscen secuencias ho-
mélogas y analogias en su estructura tridimensional, lo que se ha revelado por cristalograffa

de rayos X y estudios de resonancia magnética nuclear (Almassy er al. 1983; Fontecilla-

Camps et al. 1980, 1988; Darbon et al. 1991) .
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En 1980, Fontccilla-Camps y sus colegas reportaron la estructura tridimensional de la
toxina variante 3 del veneno del alacrén Centruroides sculpuratus Ewing, encontrando que es
una protefna globular con 3 ldminas 8 antiparalelas y una alfa hélice, la cual se une a 2 14mi-
nas B por dos de los disulfuros. Subsecuentemente, se demostré que la toxina I1 de Androcio-
nus austratis Hector (Fontecilla-Camps. 1988) posce una arquitectura similar. También se de-
mostré que tres de los cuatro puentes disulfuro parecen estar aparcados de manera similar en
todas las toxinas, mientras que el cuarto disulfuro no sec conserva, sin embargo, esta diferen-
cia no tiene cfecto sustancial sobre el enrollamiento final de las toxinas.

Toxinas de cadena corta

Las toxinas de cadena corta comprenden 35-39 residuos de aminodcidos y 3 enlaces

disulfuro (Possani er al. 1982; Johnson y Sug. 1992). Se han clasificado en toxinas que
actdan selectivamente sobre insectos o mamiferos, ejerciendo su efecto sobre canales de K+
(Dreyer. 1990). Al examinar sus estructuras primarias no revelan marcadas analogfas con
las toxinas de cadena larga y ademds, sus secuencias polipeptidicas tiencn que ser algunas
veces alineadas separadamente (Simard & Watt. 1990). El patr6n de aparcamiento de los 3
disulfuros es andlogo al de los 3 disulfuros conservados de las toxinas de cadena larga (Mé-

nez et al, 1992).

El efecto de éstas toxinas sobre canales de K* no se estudi6 sino hasta 1982 cuando Car-
bone et al. describieron ¢l efecto de un péptide purificado del veneno del alacrdn Centru-

roides noxius sobre el axén gigante de calamar (Carbone er al. 1982). Este péptido purificado
y secuenciado por Possani et al. en 1982 llamado noxiustoxina (NTX), fu¢ el primero en

mostrar un efecto de bloqueo reversible sobre el canal de K* del axén gigante con una K de
390 nM en agua de mar.

Con el desarrollo y la relevancia que han adquirido recientemente Ios canales de K+, a
cl aislamiento y caracterizacién de nucvas toxinas de difcrente origen, ha adquirido gran im-
portancia en el estudio del bloqueo de canales de K*. Entretales toxinas encontramos000: la
apamina, un polipéptido dc 18 aminodcidos del veneno de abeja Apis mellifera, el cual
bloquea el canal de K* dependiente de Ca++ de baja conductancia en cerebro y musculo
esquelético (Hugues er al. 1982); dendrotoxina (Dtx), una toxina del veneno de serpiente
Dendroapsis polylepis,que actia sobre un canal de K+ dependiente de voltaje en neuronas CAl

de hipocampo (Dolly er al. 1984) y la caribdotoxina (Chtx), una toxina obtenida del vencno
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del alacrdn Leiurus quinquestriatus . La Chix fué descrita originalmenic como un bloqueador de
los canales de K* dependientes de Cat* de alta conductancia o Maxi K en misculo y células
enddéerinas (Miller er af. 1985); después sc encontré que inhibfa el canal de K* dependiente
de voltajec (Kv1.3) cncontrado cn ncuronas (Scheweitz er al, 1989), linfocitos T (Sands er al.
1989; Leonard er al. 1992) y osteoclastos (Arket er al. 1992), en cada caso la inhibicién
ocurre con potencia similar en el rango nanomolar. La sialotoxina (Sytx), fué descrita como
un bloqueador del canal de K* dependiente de Ca** de baja conductancia sensible a
apamina, también obtenida del veneno del alacrdn Leiurus quinguiestriatus (Castle & Strong
1986; Auguste et al. 1992). La Iberotoxina (Ibtx), es un potente blogueador del canal de K*
dependiente de Ca** de alta conductancia 6 Maxi K, obtenido a partir del veneno del
alacrdn Buthus tamulus (Gdlvez er al. 1990). La margatoxina (Mgix), una toxina obtenida del

veneno del alacrin Centruroides margaritatus, posce una actividad selectivamente dirigida
contra ¢l canal de K* dependiente de voltaje Kv1.3 (Garcfa-Calvo er al. 1993) y kaliotoxina
(ktx), obtenida del veneno del alacrin Androctonus mauretdnicus, €s una toxina que actua sobre
el canal de K* dependiente de Ca** (BK) de ncuronas (Crest er al. 1992). Todas ellas

guardan caracterfsticas comunes en cuanto a su carga bdsica y su estabilizacion por puentes
disulfuro intramolcculares, ademds presentan un alto grado de homologia entre sf.

Se ha analizado la conformaci6n en cl espacio de miiltiples toxinas, para tratar de
elucidar si existen clementos estructurales comunes involucrados en su efecto electrofisiolé-
gico, asf como para identificar los motivos estructurales que imparten la especificidad hacia
los diversos canales iénicos. En éste contexto se ha estudiado ampliamente la caribdotoxina
(Chix), que comprende 37 residuos de aminodcidos y 3 enlaces disulfuro (Miller er al.
1985). Esta es una proteina altamente bdsica, con una carga neta de +5 a +6 a pH neutro
(Gimenez-Gallegoer al. 1988). La molécula de Chix se conforma de un pequefio motivo es-
tructural que consta de una triple ldmina B, una alfa hélice y un fragmento extendido, que se

mantienen unidos por 3 puentes disulfuro (Bontems er al,.1991 a y b). Se ha propucsto que
ésta ldmina B, la hélice, cl fragmento extendido y los 3 disulfuros definen un motivo
estructural comiin con otras toxinas de cadena corta, a pesar de ser aisladas de vencnos de
diferentes alacranes y de sus diferencias en tamafio, secuencia y actividades biol6gicas

(Arscnicy er al. 1984; Martins et al. 1990)
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Un aspecto interesante de la estructura de la Chtx es la distribucién espacial de sus
diferentes cadenas laterales cargadas. La toxina contiene 9 residuos cargados positivamente
(N terminal, 4Lis, 3 Arg, 1 His) y 2 residuos cargados negativamente (1 Glu y el C-termi-
nal), organizados de manera que presentan 2 superficies cargadas, una de ellas localizada en
la alfa hélice que presenta una carga negativa y dos positivas. La segunda, localizada en la
ldmina B, estd compuesta por el C-terminal y cinco cargas positivas. Comparando estas ca-
racterfsticas con la secuencia primaria de otras toxinas de la misma familia tales como NTX,
Ibtx, Sytx, Mgtx y Kix; se ha encontrado gran similitud entre ellas, por ejemplo una regién
hidrofébica altamente conservada (Tabla I). En general la Chtx y la Ibtx guardan un 68% de
similitud y conservan caracteristicas semejantes, la mayorfa de los residuos de la regi6n hi-
drofébica son conservados, la noxiustoxina posee una homologia del 65% con la Chix y
79% con la Mgtx. Finalmente la Sytx es muy diferente de las otras toxinas, teniéndo s6lo
una valina y dos lisinas en comiin con Chtx.

NTX TIINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN
Mgix TIINVKCTSPKQCLPP CKAQFGQSAGAKCMNGKCKCYPH
chx EFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRG-KCMNKKCRCYS -
Ibx EFTDVDCSVSKECWSVCKDLFGVDRG-KCMGK KCRCY Q -

Ktx GVEINVKCSGSPQCL KPCKD-AGMRFG-KCMNRKCHCTP-

Tabla 1. Secuencia de aminodcidos de algunas toxinas de alacrdn que bloquean canales de
X'
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Si se compara el arreglo de las cadenas laterales positivas en las toxinas podemos ver
que entre la Chtx y la Ibix, existe una ligera modificacién en la superficie cargada de la hé-
lice alfa, mientras la superficie de 1a 14mina B parece conservarse. En la noxiustoxina ambas
superficies son perturbadas: la hélice presenta 3 cargas positivas (lisina 11, lisina 15 y lisina
18) y una carga negativa (ac. glutdmico 19), mientras que la arginina 25 y la 34 son sustitui-
dos por glicina y lisina respectivamente. Finalmente la Sytx posee dos cargas positivas en la
hélice, pero presenta una superficie 8 plcgada muy diferente a las otras toxinas. (Bontems

etal 1992).

II. Modificaciones estructurales

Se sabe que las propiedades farmacol6gicas como las antigénicas de una protefna frecuente-
mente involucran residuos de amino4cidos expuestos, el conocimiento de la localizacién de
tales residuos ha permitido tener algunas conclusiones estructurales respecto a qué residuos
participan directamente cn la interaccién protefna-receptor, y cuales son responsables de la
antigenicidad de la proteina.

Una estrategia para tratar de identificar el papel de un residuo dado en la estructura o
funcién de una protefna, consiste en cambiar las propiedades de sus cadenas laterales y del
andlisis de los efectos funcionales de dicho cambio (Fersht. 1987; Offord. 1987; Kaiser &
Lawrence. 1984). Por ejemplo, se ha reportado que la reduccién y carboximetilacién o meti-
lacién de las neurotoxinas, elimina su estructura secundaria y su actividad fisiol6gica sobre
el canal (Miroshninikov er al. 1978). Ademds, se sabe que la formacién de puentes disulfu-
ro restringe conformacionalmente y estabiliza estructuras espaciales que son escenciales pa-
ra la actividad biol6gica. Utilizando esta estrategia, Rochat er al. 1976, modificaron quimi-
camente la toxina II del alacrén Androctonus australis Hector, observando que: 1) al reducir y
metilar un puente disulfuro de la toxina II, ésta pierde su actividad téxica. 2) la modifica-
ci6én de 5 carboxilos de los 7 que contiene la toxina II, suprime la actividad téxica. 3) la
acetilacion de residuos de lisina y tirosina en la toxina II, conduce a la pérdida de la activi-
dad téxica y antigénica. Por lo que ellos concluyen que la pérdidad de toxicidad es debida
principalemnte a la modificacién de los residuos de lisina (Rochat & Sampieri. 1976).
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Otros trabajos con modificaciones quimicas se han llevado a cabo con la toxina gam-
ma de la cobra Naja negricollis, con el fin de valorar el papel de los grupos amino en la fun-

cién de la toxina, acetilando todos los residuos accesibles (Gatineau et al. 1990).

La acetilacién de los grupos amino es uno de los métodos mis comunes empleados en
la modificacién quimica de protefnas. Existen varias razones que apoyan su uso. Primero
los grupos amino siendo cargados, tienden a estar localizados en la superficie de la estructu-
ra tridimensional de las protefnas en contacto con el medio ambiente y consecuentemente
ficilmente accesible al ataque quimico. Segundo, existe por lo menos un agente acetilante
disponiblle que cumplir4 los requisitos de alta especificidad y rdpida reactividad bajo ciertas
condiciones. Sin embargo, la caracterizaci6n analitica de la acetilacién presenta ciertas
dificultades y en consecuencia hay problemas en la interpretacién de la relacién entre
acetilacién y cambios ocurridos en la actividad {Jiolé_gica (Riordan & Vallee, 1967).

Ademds de las modificaciones realizadas directamente en el sitio antigénico o en la
regién toxica, cuyos efectos se manifiestan claramente, otras substituciones en residuos no
involucrados en dichas regiones pueden causar efectos considerables, al generar cambios
conformacionales o inducir alteraciones en las propiedades quimicas de la proteina (Atassi,
1984).

Recientemente, con ¢l avance cn las técnicas de biologia molecular sé¢ han podido
clonar y expresar los genes que codifican para algunas toxinas y asi por medio de
mutaciones puntuales modificar especificamente un residuo. Esto se ha hecho recientemente
con caribdotoxina (Park & Miller, 1992), donde se estudiaron los residuos cargados que
estdn drectamente involucrados en ¢l contacto toxina-canal, usando Chtx recombinante.
Este trabajo mostr6é que el cambio de algunos residuos cargados por glutamina, tiene gran
influencia en la unién al canal de K* dependiente de Ca** en mtisculo de rata, como es el
caso de arginina 25, lisina 27 y arginina 34, mientras que los residuos cargados en la hélice
alfa de la toxina no tienen efecto directo en su actividad. La conclusién de éste trabajo fué,
que los grupos cargados positivamente en Chtx favorecen la interaccién con el canal en dos
formas: indirectamente por influencia electrostdtica a través del espacio y por contacto inti-

mo y directo con el canal por un lado de la molécula,
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11, Antigenicidad de las toxinas

Recientemente, se ha acumulado informacién acerca de las regiones antigénicas de un
gran nimero de protefnas de diferentes origenes mediante el uso de anticuerpos monoclo-

nales o policlonales (Benjamin et al. 1984). Esta metodologfa ha demostrado ser de gran
ayuda con toxinas de serpientes (Boulain er al. 1984; Grognet et al, 1984) y alacranes (El

Ayeb er al. 1984). También se han usado péptidos sintéticos y modificaciones quimicas de
residuos especificos de toxinas nativas de alacranes que reconocen canales de sodio (Bah-
raoui er al. 1987; El Ayeb ez al. 1986; Kharrat et al. 1989). A partir de los resultados obteni-
dos en €stos trabajos, los autores han sugerido que la mayor parte de la toxina es antigénica,
excepto las regiones altamente conservadas, especialmente en el extremo amino terminal y

que el sitio téxico no se traslapa con las regiones antigénicas (El Ayeb er al. 1986)
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ANTECEDENTES

Noxiustoxina

El descubrimiento de la NTX como bloqueador del canal de K+ del axén gigante del

calamar (Carbone er al. 1982), fué motivo de gran interés en nuestro laboratorio, por lo que
a partir de éste hecho sc puso énfasis en la caracterizacién de dicha toxina, la cual mostré
inducir la liberacién de neurotansmisores en sinaptosomas de cerebro de ratén por blogueo
de la permeabilidad a K+, efecto que depende de la presencia de Ca** extracelular (Sitges
et al,1986) y al afio siguiente, se report6 la caracterizacién fisiol6gica completa de la accién

de NTX sobre el axén de calamar (Carbone er al. 1987).

Posteriormente se demostr6 que inhibfa cl canal de K* dependiente de Ca** en miscu-
lo esquelético aunque con muy baja afinidad, K,450 nM (Valdivia et al. 1988), el canal de
K* dependiente de Ca++ de baja conductancia de células endoteliales (Vaca er al. 1993), as{
como en canal de K* dependiente de voltaje en linfocitos T, K, 0.2 nM (Moczydlowski er al.

1988; Sands eral. 1989).

Recientemente se han probado las propiedades de unién de la NTX a sinaptosomas de
cerebro de rata, mostrindose que €sta se une a una sola clase de sitios con una K, aparenie

de 300 nM (Valdivia er al. 1992). Apamina, un péptido neurotéxico que reconoce al canal
de K+ dependiente de Ca* de baja conductancia de cerebro, no desplaza la unién de NTX
marcada a membranas sinaptosomales, ésto indica que la NTX y la apamina no estén reco-
nociendo el mismo sitio en tales membranas. Por otra parte , Ia NTX es un potente inhibidor
de 1a unién de 'PL-Chix a sinaptosomas de cerebro (Vizquez er al 1990), lo cual sugiere
que el sitio de alta afinidad para NTX en sinaptosomas, es el canal de K* dependiente de
voltaje (sensible a la Chtx).

Usando péptidos sintéticos, correspondientes a fragmentos traslapados de 9 a 39
residuos de aminodcidos de la noxiustoxina, sc observé que ratones inyectados con el

10



Antecedentes

nonapéptido sintético correspondicnte al amino terminal NTX1-9, presentaba sintomas de
intoxicacion similares a los observados con NTX nativa, micntras que el decapéptido
NTX30-39, no fué t6xico ain en grandes désis. La NTX nativa a d6sis aproximadas de 40 pg
/20 gr de peso, causa en ¢l ratén hiperexcitabilidad, lagrimeo, salivacién convulsiones y
muerte por pardlisis respiratoria, la mayoria de estos sintomas se observaron en ratones
inyectados con 200 ug del péptido sintético NTX19 (Gurrola er al. 1989). Por otra parte,
dicho péptido, indujo la liberacién de GABA radioactivo en sinaptosomas de cerebro de ra-
t6n, de la misma manera que lo hace la NTX nativa, pero requiriendo una concentracién
mis alta.

Posteriormente, siguiendo en el contexto de los péptidos sintéticos se observé que un
hexapéptido formado por las secucncias invertidas de un tripéptido amino terminal TI y
uno carboxilo terminal YNN, desplazaba el pegado de la NTX a un anticuerpo monoclonal
anti-NTX (BNTX-16), con una cinética similar a la producida por la NTX desplazdndose a
sf misma, lo que suponc que dicho hexapéptido es un cpitopo conformacional o se encuen-
tra formando parte importantc de un determinante antigénico conformacional de la
noxiustoxina. (Tésis de maestria Luis Vaca). Esto hace pensar que las regiones amino y
carboxilo terminales, podrian encontrarsc muy cerca en la conformacién final que toma la
toxina y por lo cual son reconocidos juntos por ¢l anticuerpo y que probablemente ¢l extre-
mo carboxilo terminal estaria interactuando conjuntamente con el amino terminal en el
reconocimiento de su receptor, favoreciendo asf la afinidad o la cstabilidad de tal unidn,

aunque sin tomar partc importante cn la toxicidad.

En un trabajo realizado con caribdotoxina, también con péptidos sintéticos, se encon-
tré que el dominio amino terminal de la Chix imparte alta afinidad cn la interaccién con el
canal de K* dependiente de Ca** de alta conductancia (Maxi K) de muiisculo liso, pero no
ejerce ningin efecto sobre la unién con ¢l canal de K* dependicntc de voltaje (Kv1.3),
mientras que ¢l dominio carboxilo terminal de la Chtx define la interaccién con este canal

Kv1.3 presente en membranas dc cerebro (Giangiacomo ez al, 1993).

Por otra parte, recicntemente sc ha definido que tanto la estructura secundaria de las
toxinas, como las cargas prescntes son de gran importancia en la interaccién con los canales
iénicos. Estudios recicntes (Bontems er al. 1991 a; Johnson & Sugg 1992) indican que la
mayorfa de los residuos de amino4cidos cargados positivamente son conservados en varias
toxinas bloqueadoras de canales de K+, y sc localizan en una cara de la superficie de la pro-
tefna e interaccionan con el canal por atracciones electrostdticas, ademds se sabe que los

11
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grupos amino deben tener un papel funcional, pero es necesario establecer si alguno de ellos
es particularmente importante.

Estudios realizados por Andcrson ef al (1988) indican que la Chtx interactia cerca de
la boca de los canales de K*. Esta interaccién involucra tanto cargas negativas sobre el ca-
nal (canal de K* tipo A Shaker) como cargas positivas en la regién C-terminal de la toxina
(Sugg et al.,1990) ademds el trabajo de Park & Miller (1992) muestra que al mutar ciertos
residuos cargados por glutamina, sc provoca una alteracién importante sobre todo ¢n el caso
de la lisina 27 (la cual se conscrva en casi todas las toxinas que bloquean canales de K+),
mientras los residuos cargados de la hélice alfa de la toxina no tienen efecto directo en su
actividad, por lo que concluyen que la Chtx interactia con su receptor (canal Kca de con-
ductancia grande) por la superficic de la ldmina 8.

Por las observaciones mencionadas anteriormente nos damos cuenta de la importancia
de estudiar ciertas regiones y residuos de aminodcidos en la noxiustoxina que pudieran se
relevantes en su antigenicidad o en la uni6n a su receptor. Por lo que pensamos en abordar
el estudio de 1a relacién entre la estructura y la funcién de la NTX, fundamentalmente desde
tres aspectos: la importancia de la estructura secundaria, Ia participacién del extremo C-
terminal y la participaci6n de los residuos cargados positivamente.

La estrategia para clucidar el papel del carboxilo terminal fué obtener un ligando que
se uniera a éste dominio y evaluar si al estar bloqueada dicha regién, la toxina conscrvaba
su capacidad de unién especifica a membranas de cerebro de rata. Otra estrategia {ué obte-
ner fragmentos nativos productos de digestién de la toxina que nos permitieran saber si el
C-terminal tiene algin papel funcional. Para determinar la participaci6n de los residuos car-
gados positivamente, se pensé en modificar quimicamente tales residuos y probar su capaci-
dad de unién a membranas de cerebro, asf como su reconocimicnto por anticuerpos policlo-
nales y monoclonales anti-NTX, para saber si la modificacién afect6 tanto farmacolégica-

mente como antigénicamente.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar los efectos de modificaciones quimicas y enzimdtica, asf como de ligandos (anti-

cuerpos), en el funcionamiento de la NTX.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Valorar la imporancia de la estructura secundaria de la NTX, mediante su reduccién y

carboximetilacion.

2. Evaluar si al estar bloqueado el extremo a C-terminal por un anticuerpo monoclonal, la
toxina conserva su capacidad de unidn especifica a membranas de cerebro de rata y su anti-
genicidad.

3. Obtener fragmentos nativos productos de digestién de 1a NTX con tripsina, que nos per-
mitan saber si el C-terminal tiene algdn papel funcional.

4. Determinar que fragmentos productos de la digestién con tripsina, son importantes tanto
enla unién a membranas de cerebro, como si siguen siendo reconocidas por un suero poli-
clonal anti-NTX.

5. Valorar la participacién de los residuos con carga positiva, modificando quimicamente
tales residuos, e identificar cuales tienen alguna importancia tanto en la unién a membranas
de cerebro de rata, como en la antigenicidad de la molécula.

6. Obtener un suero policlonal dirigido contra NTX nativa, con el objeto de valorar la anti-
genicidad de 1a toxina nativa y modificada.

13
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MATERIALES Y METODOS

1. Purificacion de la toxina NTX del veneno del alacrén Centruroides noxius

El veneno obtenido por estimulacién eléctrica del telson del alacrdn se resuspendi6 en agua
y centrifugé a 10000 x g durante 15 minutos para eliminar restos celulares y material
mucoso. El veneno soluble se liofiliz6 y se guardé a -20 °C hasta su uso.

Para la purificaci6n sc us6 el esquema originalmente descrito por Possani ef al. (1981). El
veneno soluble liofilizado fué disuelto en amortiguador de acetato de amonio 20 mM, pH
4.7 y fraccionado en base a diferencias en peso molecular. Se hicieron 4 aplicaciones
independientes de veneno soluble de aproximadamente 500 mg cada una y fucron filtradas a
través de una columna con Sephadex G-50 (2.9 x 170 cm). Se obtuvieron 4 fracciones, de
las cuales la fraccién II contenfa cerca del 63% del material aplicado a la columna y fué la
dnica fraccién téxica a mamiferos. Posteriormente, esta fraccién se separé en una columna
de intercambio i6nico de Carboximetilcelulosa CM-32 (0.9 x 30 cm) en amortiguador de
acetato de amonio 20 mM a pH 4.7, se eluy6 con un gradiente lineal de NaCl (0 a 0.5 M)y
se obtuvieron 14 fracciones. De estas fracciones se recuperé la niimero 11 y se recroma-
tografié empleando la misma columna de CM-32, equilibrada con un amortiguador de
fosfato de sodio 50 mM a pH 6.0 y se eluy6 con un gradiente lineal de NaCl de 0 a 0.38 M.
Se obuvieron 7 fracciones, de las cuales la fraccién 5 fué t6xica. Esta fraccién se sometié a
un tltimo paso de purificacién por cromatografia lfquida de alta presién (HPLC), para verifi-
car la homogeneidad de la Noxiustoxina.

II. Obtencion del suero policlonal anti NTX nativa.

Con la finalidad de obtcner un suero policlonal contra NTX nativa, se inmunizaron 2 ratones
hembras (7 semanas) de la cepa Balb/c con toxina nativa completa, con intervalos de 2
semanas entre cada inmunizaci6. Se inocularon 20 pg de toxina en cada ocasién mediante el
esquema de inmunizacién de la Tabla I1. Después de la 3a inmunizacién los ratones se san-
graron, se separ6 el suero y se prob6 la presencia de anticuerpos anti-NTX, mediante
ensayos de ELISA.
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III. Sintesis quimica de péptidos

Se sintetizaron 2 péptidos del extremo carboxilo terminal de la NTX, siguiendo el método
descrito por Merrificld (Merrificld, 1963). Para la sintesis quimica de péptidos en fase sélida
se utilizé un sintetizador automdtico marca Milligen/Biosearch modelo 9600. Todos los N-
ter-butiloxicarbonil amino4cidos (boc-aminodcidos) y los Boc-aminodcidos-resinas (poliesti-
reno derivatizado con grupos quimicos reactivos aminados o halogenados) fueron adquiridos
de Peninsula Corporation (California, USA).

IV. Acoplamiento de péptidos sintéticos a proteinas acarreadoras

Los péptidos sintéticos se acoplaron a las protefnas acarreadoras BSA (albdmina sérica
bovina) y tiroglobulina por medio de carbodiimida, mediante una modificacién del método
de Goodfried (Goodfricd er al. 1964). Una cantidad de 5 mg de petido C-terminal a los que
se han incorporado 30,000 cpm del mismo ' T-péptido se hicieron reaccionar con 10 mg
del acarreador (tiroglobulina o BSA), se disolvieron en 500 pl de agua y posteriormente se
afiadieron 10 mg del agente acoplante EDC (etil, diaminopropilcarbodiimida) disuelto en
250 pl de agua. La mezcla se dej6 reaccionar 12 hs a temperatura ambiente, después de ésto
se determin la cantidad de radioactividad incorporada, posteriormente se dializ6 durante 24
hs contra agua y se determind la radioactividad remanente al término de la didlisis.

V. Obtencion de anticuerpos monoclonales contra péptidos sintéticos NTX C-terminal.

Se emple6 una modificacién del método de Galfre y Milstein (1981), teniendo como anti-
geno los péptidos carboxilo terminal NTX 21-39 y NTX 30-39.

1. Protocolo de Inmunizacion

Para la obtencién de anticuerpos anti-péptidos sintéticos carboxilo terminal de NTX, se
siguié un esquema de inmunizacién en el cual se inmunizaron 3 ratones Balb/c y 3 ratones
Balb/k (hembras de 7 semanas), con cada uno de los antfgenos: NTX 21-39 y NTX 30-39,
Se inocularon 200 pg o 100 pg de cada antigeno segin el esquema de la Tabla 111, Después
de la 3a. inoculaci6n los ratones se sangraron y se obtuvo el suero. Posteriormente éste se
probé en ELISA.
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Tabla I1. Esquema de i izacidn, Para la btencién de suero policlonal anti-NTX
izacio niis Adyuvante Via

1" 20 ug ACF Sc

2* 20 pg AIF Sc

3 20 ug AIF Sc

+ 20pug AIF Sc

5* 20ug AIF Sc

*
&° 20ug AlF Id

Se inmunizaron 2 ratones Balb/c (hembras de 7 semanas), con la NTX nativa, con intervalos de
2 semanas entre cada inmunijzacién. * Se di6é I mes de descanso. Sc, Id, se reficren a inocula-
cién subcutanea ¢ intradérmica respectivamente y ACF 6 AIF significa adyuvante complcto o in-
cemplelo de Freund respectivamenic. 15 dfas después de cada inmunizacién se sangraron a los
ratones por la cola y cl sucro obtenido se prob6 en ELISA,

Tabla Ill. Esquema de i) izacidn para la obterscion de anticuerpos monoclonales anti NTX C.
terminal,
Inmunizacion Antigeno Adyuvante Via
1" 200 pug ACF Sc
2* 100 pg AIF Sc
3* 100 pg AIF Sc-Ip
4* 100 pg AIF Sc-Ip
*
5*(dfa-7) 100 ug Sol'n salina Ip
6"(dfa -4) 200 g Sol'n salina Ip
7(dfa -3) 200 g Sol'n salina Ip-Iv

Se inmunizaron 3 ratoncs Balb/c y 3 ratones Balb/k (hembras de 7 semanas), con cada uno de los
antfgenos, Péptidos NTX carboxilo terminales NTX21-39 y NTX30-39. Sc, Id e Ip sc refieren a
inoculacién subcutanca, intradérmica ¢ intraperitoncal respectivamente, mientras gque ACF 6
AIF significa adyuvante completo o incompleto de Freund respectivamente. 15 dfas después de
cada inmunizacién se sangraron a los ratones por la cola y ¢l sucro obtenido se prob6 en ELISA.

* Sc dié 1 mes de descanso, desspués del cual se inmunizaron los ratones tres veces mis, los
dfas 7, 4 y 3 previos a la (usién.
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2. Produccién de hibridomas

a) Crecimiento de células de mieloma:

Se us6é la linea celular P3X63Ag8 (Kohler y Mistein, 1975), a una densidad celular de
14x105 cel/ml. Estas células se mantuvieron en cultivo por lo menos una semana antes de
realizar la fusién con las células de bazo. Para ésto se descongelaron y se crecieron en un
medio de cultivo que contiene DMEM (Dulbecco's Modified Eagles Medium), 1% P/S (pe-
nicilina-estreptomicina), 1% L-glu (L-glutamina) y 10% de FCS (suero fetal bovino), en
condiciones de atmdsfera himeda en presencia de 5% de COz y a 37 °C. El dfa de la fusién
las células se centrifugaron a 500 x g / 3 min y se lavaron dos veces con medio de cultivo
adicionado con 1% P/S y 1% L-glua 37 °C.

b) Aislamiento de células de bazo

Para la obtenci6n de células de bazo se sacrificé el ratén inmunizado con la mejor respuesta
humoral, se disect6 el bazo y se colocé cn una caja de Petri que contenfa 10 ml de DMEM,
1% P/S, 1% L-glu. Se obtuvieron las células por perfusién. Se colocaron en un tubo c6nico y
se mantuvieron en reposo por 5 min a 4 °C para sedimentar los agregados celulares, se obtu-
vo el sobrenadante de la suspensi6n y se centrifugé a 500 x g a 4 °C durante 10 min. El bo-
t6n celular se lavé 3 veces con el mismo medio y se determiné la viabilidad celular mediante
exclusién con azul de tripano (Sigma).

¢) Fusién celular

Se siguid el protocolo de Galfre y Milstein (1981). En un tubo cénico mezclamos las células
de bazo y las células de micloma en una proporcién 1:4 (mieloma-bazo). Se centrifugé a 400
X g a temperatura ambiente durante 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y a la pastilla
celular se le agregaron 1.5 ml de PEG-50 (polietilenglicol) durante 30 segundos con
agitacién suave. Se dejo en reposo 90 seg con agitacion ocasional, Se diluy6 con 7.5 ml con
medio (DMEM, 1% p/s, 1% L-glu, 37 °C) durante 3 minutos y posteriormente con 20 ml del
mismo medio durante 60 seg. Se dejé en reposo 5 a 10 minutos y se centrifugé a 1500 x g
durante 5 minutos. Posteriormente se lavé con 20 ml de medio y se centrifugé una vez mds
a 1500 x g. Las células fusionadas (aprox. 1.5 x 106) se resuspendieron en 50 ml de medio
completo que contenfa HAT Hipoxanitina, aminopterina, timidinal, 20% FCS (suero bovino
fetal), 1% L-glu, 1% p/s, 1% amino4cidos no escenciales, 1% OPI (piruvato de sodio). Por
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dltimo se distribuyeron en 4 placas de poliestirenc de 96 pozos de fondo plano (Costar,
Cambridge, MA. USA) a una concentracién de aprox. 10° células por pozo (200 pl) y sc in-
cubaron a 37 °C en atmésfera himeda y 5% de CQz.  Se alimenté6 ¢l cultivo cambiando ¢l
medio los dfas 5, 7, 10 y 11 después de la fusién. Cuando ya se apreciaba un crecimiento
adecuado, se tomaron los sobrenadantes y se les practic6 un ensayo de ELISA sensibilizado
con péptidos sélos o acoplados a BSA, para determinar la produccién de anticuerpos anti-
péptido carboxilo terminal.

Los pozos que dieron una respuesta positiva en ELISA, se continuaron creciendo, primero
en placas de 96 pozos, después en placas de 24 pozos y sc clonaron.

d) Clonacién por diluci6n limitante

Se ajusté la concentracién celular a 5 cel /ml, de manera que al poner 200 pl en cada pozo
hubiera 1 célula. La clonaci6n se realizé en placas de cultivo de 96 pozos y fondo plano
(Costar, Cambridge, MA. USA). Los cultivos con crecimiento se probaron en ELISA contra
los péptidos tanto libres como acoplados y los que resultaron positivos se expandieron en
placas de 24 pozos. Posteriormente se cultivaron en botellas hasta obtener una concentracién
celular adecuada y sc indujo la produccién de liquido ascitico en ratones.

¢€) Produccién de liquido ascftico

Las clonas productoras del anticucrpo descado se mantuvieron en cultivo hasta un
crecimiento de aproximadamente 4 x10° cel/ml. Se centrifugaron, se lavaron con medio y se
resuspendieron en ¢l mismo medio a una concentracién de 107 celV/ml. Posteriormente, s¢
inocularon intraperitonealmente 200 pl de ésta suspensién a ratones histocompatibles los
cuales habfan sido previamente inyectados con pristan (1 semana antes). Cuando los ratones
presentaron tumor ascitico, se coseché el liquido ascitico por puncién cn el abdomen, reco-
lectdndolo en un tubo y dejdndolo 2hs. a temperatura ambiente para que se formara el coagu-
lo de fibrina, se centrifugé a 830 x g/10 min y se mantuvo a -20°C.

f) Congelacion de células

Las células con crecimiento éptimo se centrifugaron y se resuspendieron en 1 ml de DMEM
completo con 40% de FCS y 10% dec dimetilsulféxido a 4 °C. Se colocaron en criotubos y se
mantuvicron a -70 °C durante 24 hs, al término de las cuales se transfierieron a un tanque
con nitrégeno liquido. Las células en éstas condiciones se mantienen por tiempo indefinido.
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VI. Titulacion de los Antisueros.

La presencia de anticuerpos anti-péptido 6 anti-NTX en el suero, asf como la titulacién de
los mismos, se realiz6 por inmunoensayo enzimético y por radioinmunoensayo.

a) Radioinmunoensayo (RIA)

Los sueros se probaron en diluciones de 1:100 hasta 1:100,000. Todas las diluciones se hi-
cieron en amortiguador salino de fosfatos pH 7.8, con 1% de albimina sérica bovina (PBS-
BSA).

Se mezclaron 100 pl de cada dilucién de sucro problema con 100 pl de 'I-NTX (20,000
cpm) y suero normal de ratén a una dilucién final 1:500. Se incub6 a 4 °C durante 24 hs.
Posteriormente se afiadieron 50 pl de inmunoglobulina de conejo anti-ratén (segundo anti-
cuerpo) y se dej6 reacionar a 4 C durante 24 hs. La mezcla de reaccién se diluy6 con 2 ml de
PBS-BSA y se ceatrifugé a 3000 rpm durante 30 min. Se descart6 el sobrenadante y se
cont6 la radioactividad presente en el bot6n celular. Las cpm presentes en el botén celular
son proporcionales a la cantidad de '25I-NTX rcconocida por los sueros probados. Se grafi-
caron cuentas por minuto contra logaritmo de la dilucién del suero.

b) Inmunoensayo enzimdtico (ELISA)

Se emplearon placas de vinil de 96 pozos (Costar 2596), que se recubricron con el antigeno,
ya fuera NTX 6 péptidos sintéticos, a una concentracién de 3pg/ml (100 pl), en amortigua-
dor de bicarbonato de sodio 20 mM, pH 9.2, Se incubé toda la noche a temperatura
ambiente.

Los sitios libres en la placa se¢ saturaron con 100 pl de gelatina al 0.5% en amortiguador
salino de fosfatos 15 mM (PBS), pH 7.4. Se incubé 4hs a 37 °C. Sc probaron diluciones de
los sueros de 1:100 a 1:100,000. Las diluciones se hicieron en PBS-BSA y se colocaron 100
1 de cada dilucién en la placa, se dejé reaccionar 4 hs a 37 °C y se lavé la placa 5 veces con
PBS-0.1% tween 20. Se afiadié a cada pozo 100 pl del segundo anticuerpo acoplado a
peroxidasa (Ig de concjo anti-rat6n), dejandolo reaccionar por 2hs a 37 °C. La placa se lavé
5 veces con PBS-0.1% tween 20.
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Las placas se revelaron con una solucién de ortofenilendiamina 0.4 mg/ml con 1.2% de per-
6xido de hidrégeno, en amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 5. Se dej6é desarrollar el color
de 5 a 10 minutos y se detuvo la reaccién adicionando 50 yl de HC1 6 N. Se ley6 absorban-
cia a 490 nm y se grafic6 absorbancia contra logaritmo de la dilucién.

VII. Marcado de la toxina NTX y péptidos sintéticos con 125y

Para efectuar el marcado de peptidos y proteinas se siguié el método de la lactoperoxidasa
(Morrison y Bayse., 1970). La reaccién se llevé a cabo en amortiguador de fosfato de sodio
0.1 M, pH 7.4. A 2 pugr (0.5 nmolcs) de NTX se agregaron 1mCi de Na!23], 51 de lactope-
roxidasa (1 unidad/ml) y 3 ul de H202 5 mM. Después de 5 minutos a temperatura ambiente
se aiiadié otra alicuota de lactoperoxidasa y H202, y una mds a los 10 minutos. Por dltimo la
protefna marcada se separ$ en una columna de Sephadex G-15 equilibrada con amortiguador
de fosfato de sodio 0.1 M pH 7.4 y 0.1 M de NaCl.

En experimentos independientes, se marcaron también la toxina NTX metilada y los pépti-
dos sintéticos NTX carboxilo terminal en condiciones experimentales similares.

VIII.Obtencién de membranas de cerebro de rata. (fraccion P3)

La fraccién P3 fué preparada usando el método de Catteral (1979). Se anesteciaron dos ratas
Wistar (250-300 gr de peso) y se decapitaron, los cerebros fueron removidos y colocados en
una solucién de sacarosa 32 mM en tris-HCl 5 mM pH 7.4 frio, con inhibidores de proteasas
(Fluoruro-fenil-metano-sulfénico 0.1 mM, iodoacetamida 1 mM, fenantrolina 0.1 mM y
pepstatina A 1 mM.). Los cerebros se homogenizaron con golpes en el homogenizador de
vidrio con pistilo de teflén, en 30-40 ml de la solucién de sacarosa. Posteriormenie la sus-
pension se sediment6 a 1,000 x g cn un rotor GSA 6 JS13 por 10 minutos. El sobrenadante
se guardé6 y el precipitado se resuspendié en 40 ml de la misma solucién , se homogenizé y
se centrifugé una vez més a 1000 x g durante 10 minutos. Se juntaren los dos sobrenadantes
y se centrifugaron a 17000 x g en un rotor GSA o JS13 durante 1 hora. El precipitado se
resuspendi6 en 20 ml de la solucién de sacarosa. La concentracién de protefna se determiné
por el método de Lowry.

Se hicieron alicuotas y se mantuvieron a -70 °C hasta su uso.
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IX. Ensayos de uniéon a membranas de cerebro de rata

Todos los experimentos de unién con NTX se llevaron a cabo en tubos de poliestireno de 12
x 75 mm, ya que la toxina se adsorbe a superficies de vidrio. El medio de incubacién (500
) estuvo constitufdo por NaCl 50 mM en Tris-HCI 20 mM pH 7.4 y 0.1% abimina sérica
bovina. Los ensayos se hicieron por duplicado, empleando una concentracién de !25I.NTX
de 100 pM y 3.6 ug/ml de fraccion sinaptosomal. La unién inespecifica se determind en pre-
sencia de 10 nM de toxina nativa y la incubacién se llevé a cabo a temperatura ambiente du-
rante 45 minutos. La reacci6n de unidn se detuvo por la adicién de 4 ml de una solucién de
lavado frfa que contenia NaCl 100 mM en Tris-Hepes 20 mM pH 7.4, scguido por una filtra-
cion rdpida a través de filtros GF/B (Whatman de fibra de vidrio) que fueron preadsorbidos
en polietilenimina al 0.5% y posteriormente se hacicron dos lavados con el mismo amorti-
guador, Comeo controles se puso la toxina marcada sin fraccién P3 para descartar el pegado
de la toxina a filtros y fraccién P3 con toxina marcada en el que se determiné unién total.

X.Ensayos de desplazamiento de la unionde 125, NTX a Jraccion P3

Los ensayos de desplazamiento de la uni6n de toxina nativa marcada a los membranas
de cerebro de rata, se hicieron con las toxinas que habian sufrido a]guna modificacién
quimica o fragmentos productos de digestién, para determinar si €stos conservaban la ca-
pacidad de competir con la toxina nativa en la unidn a su receptor. Estos ensayos se reali-
zaron siguiendo el mismo protocolo que los ensayos de unién pero en lugar de desplazar con
toxina nativa fria, se compite con la toxina modificada o los productos de digestién, a una
concentraci6n final de 10 nM.

XI. Modificaciones Quimicas a la toxina

1. Reduccion y Carboximetilacion

La proteina se ajust6 a una concentracién de Img/ml en una solucién que contiene cloruro
de guanidinio 6 M y EDTA 1mg/ml en Tris-HCl 200 mM, pH 8.6. Se afiadi6 ditiotreitol

(DTT) en un exceso 10 veces molar con respecto a los puentes disulfuro presentes en la
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proteina. Posteriormente se burbujeé nitrégeno gaseoso a través de la solucién y se incub6
por 2 hs a 55 °C. La carboximetilacidn se llevé a cabo con ac. iodoacético en un exceso 10
veces molar con respecto al DTT adicionado e incubando por 30 minutos a temperatura am-
biente protegiendo de la luz.

2, Metilacién

Previamente se realiz6 una reduccién siguiendo el protocolo anterior y se llevé a cabo la me-
‘tilacién usando iodometano en un exceso 10 veces molar con respecto a la cantidad de DTT

que se us6.

3. Hidrdolisis con Bromuro de Cianigeno (CNBr)

La protefna previamente desnaturalizada (ya sea con urea 8 M 6 cloruro de guanidinio 8 M),
se disolvi6 en ac. férmico al 70% para que quedara aproximadamente a 5 mg/ml y se agregé
CNBr en un exceso molar de 250 veces sobre las metioninas presentes en la proteina. Se in-

cub6 durante 16 hs a temperatura ambiente y protegido de la luz y se purificé por HPLC.

4. Digestion con tripsina

Para la digestién de NTX nativa con tripsina se siguié el protocolo descrito por Sugg y col.,
1990. La toxina nativa (250 pug) se disolvi6 en 250 pl de acetato de amonio 0.1 M pH7.8 y
se afiadieron 25 pl de una solucién de tripsina (Img/ml en HCL 0.1 N) que correspondfa al
1% en peso de la protefna. Se incubé a 37 °C durante 120 hs afiadiendo alicuotas de tripsina
cada 24 hs.

5. Acetilacion

La toxina se disuelvié en un amortiguador de Tris-HCI 200 mM a pH 8 a una concentracién
de 1 mg/ml. Se agregé el anhidrido acético en un exceso molar 1: 40 6 1: 5 con respecto a la
toxina (segiin se deseara una acetilacion total o parcial, respectivamente). El pH se mantuvo
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por la adicién de NaOH 0.2 N. Sc incubd durante 30min a 37 °C y postcriormente sc puri-
ficé por HPLC en una columna C4.

Xil, Purificacion por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Presion)

Para la purificacién tanto de péptidos como toxinas, se empled un cromatégrafo Beckman y
las muestras se pasaron a través de columnas VYDAC C4 y C18, segiin la muestra a purifi-
car. Para eluir se emple6 un gradiente lineal de 0 a 60% de acetonitrilo durante 60 minutos y
se detect$ a una longitud de onda de 230 nm.

XI11. Andlisis de aminodcidos

Cada muestra (1 nmol) se trat6 con fenol al 0.05% para proteger los grupos ldbiles de los
amino4cidos que se degradan facilmente, se hidroliz6 con HCI 6 N a 110 °C durante 20 hs y
se colocd en un analizador automdtico System 6300E High Performance Analyzer Beckman,
USA.

XIV.Secuenciacion de aminodcidos

Se emple6 un secuenciador automdtico ProSequencer modelo 6400/6600 MilliGen/Bio-
search, USA, cuyo funcionamiento se basa en la degradacién de Edman ( Edman & Begg,
1967). Tal degradacién es un proceso ciclico, en el cual los residuos de aminodcidos son
liberados uno a uno del extremo amino lerminal del péptido y son identificados como
derivados de feniltiohidantoina. Existen tres pasos en cada ciclo: acoplamiento de! fenil-
isotiocianato (Pitc) con el residuo amino terminal, liberacién del residuo amino-terminal por
ciclizacién en medio 4cido y conversién del derivado tiazolinona formado, hacia una forma
mds estable, el derivado tiohidantoina, el cual puede ser identificado cromatograficamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

I. Purificacion de NTX a partir del veneno del alacran C. noxius

Para la purificacién de la NTX, se usé el protocolo descrito por Possani er al. (1981). Pri-
meramente, el veneno soluble liofilizado se pasé a través de una columna de Sephadex G-
50, para separar los componentes de acuerdo a su peso molecular. Se obtuvieron 4 frac-
ciones, con una recuperacién total del 84%, de ellas 1a fraccién II contenfa cerca del 70%
del material aplicado (se sabe que es la inica fraccién téxica a mamfferos). Esta se pasé a
través de una columna de intercambio i6nico de carboximetilcelulosa y se eluyé con NaCl.
En esta separacién la recuperacién fué del 81% y se obtuvieron 14 fracciones de las cuales
se recuperd la fraccién 11, que corrzspondi6 al 7%. Esta fraccién se recromatografié em-
pleando la misma columna pero equilibrada a pH 6.0, se obtuvieron 7 fracciones de las que
se recuper6 la nimero 5 correspondiente a la noxiustoxina. La recuperacién de la columna
CM-celulosa pH 6 fué del 50% en donde la fracci6n II-11.5 comrespondi6 al 7.5% del mate-
rial aplicado en esta columna. Los pasos de esta purificacién se muestran en la figura 1. Esta
ditima fraccién II- 11.5, se sometié a una purificacién por cromatograffa liquida de alta pre-
sién (HPLC) en una columna C18, con cl objeto de verificar la homogencidad de la NTX,
en ésta la recuperacion fué del 50%. Por iltimo, se hizo reconocimiento por anticuerpos
monoclonales anti-NTX en ELISA y secuencia para comprobar que la muestra obtenida
correspondfa a NTX pura (datos no mostrados).

II. Obtencion de suero policlonal anti-NTX

Con el objeto de obtener una herramienta que nos permitiera identificar a grosso modo si las
modificaciones realizadas a la toxina tenian algiin efecto sobre la antigenicidad, asf como si
los péptidos generados por digestiones conservaban la capacidad antigénica de la toxina
completa, se pensé en generar un sucro policlonal anti-NTX, para lo cual se inmunizaron 2
ratones Balb/c hembras con la toxina nativa (segiin el esquema de la tabla III) y después
de la tercera inmunizacién se obtuvieron los sueros para probar la presencia de anticuerpos
anti NTX. Esto se hizo mediante cnsayos de ELISA y RIA. Por ELISA se obtuvo un titulo
de anticuerpos de 1:10,000, mientras que por RIA se obtiecne en titulo de 1:20,000, como

puede verse en la figura 2.
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Figura 1. Purificacién de la noxiustoxina.

a) El veneno soluble se aplict a una columna de Sephadex G-50 (2.9x170 cm) equilibrada con amortiguador de ace-
tato de amonio 20 mM, pH 4.7, corrida a un flujo de 25 m¥/hr. Se colectaron fracciones de 2.5 mi por tubo. Se ob-
tuvieron 4 fracciones que se colectaron como indican las barras horizontales. La recuperacién de la columna fué
del 84% en donde la fraccién II comresponde al 70%. b) La fraccién II se aplicé en una columna de CM-celulosa
(0.9x30 cm) en amortiguador de acetalo de amonio 20 mM, pH 4.7, a un flujo de 30 ml/hr. Se eluy6 con un gra-
diente salino de 0 a 0.5 M de NaCl en el mismo amortiguador, En esta columna la recuperacién fué del 81%. Se ob-
tuvieron 14 fracciones (barras horizontales), de las cuales, 1a fraccién II-11 comresponde al 7 %, ¢ )La fraccién 11
se aplicd a una columna de CM-celulosa, equilibrada con un amortiguador de fosfatos 50 mM a pH 6, a un flujo de
30 mVir, Se eluy6 con un gradiente lineal de NaCl (0-0.38 M) y se colectaron 7 fracciones. La recuperacion de la
columna fué del 50%, la NTX comresponde al 7.5% del material aplicado en dicha columna.
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Figura 2. Titulaci6n de suero policlonal anti-NTX

El suero policlonal se titul6 por medio de ensayos de a) ELISA en el cual, se probaron diluciones seriadas del sue-
ro anti-NTX contra NTX nativa a 3 pg/mi. La uni6n de los anticuerpos se revel6 usando un anticuerpo de conejo
anti-ratén conjugado a peroxidasa, b) RIA, donde se probaron diluciones seriadas del suero anti-NTX con 1%
NTX y se precipitaron con anticuerpo de conejo anti-ratén, la especificidad se determin por la cantidad de ra-
dioactvidad presente cn el precipitado. Los puntos de ambas graficas son el promedio de ensayos por duplicado.
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I, Importancia de la estructura secundaria

Para evaluar la importancia de la estructura secundaria en la toxina, se llevd a cabo la
reduccién y carboximetilacién de la noxiustoxina en presencia de cloruro de guanidinio,
DTT y 4cido iodoacético, siguiendo la metodologia descrita previmente por Possani er al.
(1981). Los productos de reaccién se separaron en una columna de Biogel P2 y posterior-
mente se purificaron por HPLC fase reversa en una columna C4 en donde se obuvicron 2
fracciones, que probablemente corresponden a la toxina parcial y completamente reducida o
bien dos formas parcialmente reducidas, en las cuales sélo las cistefnas libres se carboxime-
tilaron. Tales fracciones no desplazaron la unién de 125I-NTX a sinaptosomas de cerebro de
rata ni tampoco fueron reconocidas por el suero policlonal anti-NTX. Esta pérdida en la
funcién y en la antigenicidad podrfa deberse al hecho de que al introducir cargas negativas
mediante la carboximetilacién, sc estarfan afectando las atracciones eclectrostdticas que
existen entre la toxina y su receptor, por lo que se pensé en reducir y metilar la toxina de
manera que sé6lo se bloquearan las cistefnas pero sin alterar la carga neta de la toxina. Asf,
se redujo y metilé la toxina con iodometano en un exceso 10 veces molar con respecto al
DTT afiadido (20 veces exceso molar con respecto a las cistefnas presentes en la protefna).
Se purificé por HPLC y se obtuvieron dos fracciones, una de ellas al parecer correspondi6 a
la NTX sin reducir ni metilar ya que su tiempo de retencidn, asf como el comportamiento |
en reconocimiento por el policlonal y en desplazamiento en fraccién P3 es el mismo que cl
de la NTX nativa. La otra fraccion parece ser la NTX metilada, que al igual que la toxina
carboximentilada no desplaz6 el pegado de la NTX marcada, ni tampoco fué reconocida por

el policlonal anti NTX. Figura 3.

Se pensé que probablemente la toxina metilada habia perdido afinidad por el canal, y
por lo tanto se requerirfa una cantidad muy grande de la toxina metilada para poder despla-
zar a la toxina nativa marcada que estaba unida a la fraccién P3, pero probablemente, si en-
sayaramos el pegado directo de la toxina metilada marcada se lograrfa ver el pegado. En-
tonces la toxina metilada se marc6 con '251, que tuvo una actividad especifica de 63
Ci/mmol, con ella se ensay6 la uni6n directa en fraccién P3, sin embargo no logramos ob-
servar tal unién, lo que indica que la toxina metilada perdi6 completamente la afinidad por
su receptor presente en la fracién P3.
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Figura 3. a) Purificacién de NTX reducida y metilada, Se redujeron 10 pg de toxi-
na nativa con DTT en exceso 20 veces molar con respecto a las cistefnas presentes
en la protefna, la reaccién se realizé en presencia de cloruro de guanidinio 8 M y en
ambiente reductor, la metilacién se llevé a cabo con iodometano en un exceso 10
veces molar con respecto al DTT. Se pasé por HPLC en una columna C4 y se eluyé
con un gradiente de 0-60% de acetonitrilo (Las fracciones que salen inicialmente
corresponden a los productos de reaccién). b) Capacidad de desplazamiento de % I-
NTX en sinaptosomas y reconocimiento por el suero policlonal anii-NTX en
ELISA. Los componentes que eluyen antes del tiempo 20.88 son productos de

reaccién (cloruro de guanidinio, DTT, iodometano).
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1V. Participacién del extremo carboxilo terminal

Para elucidar el papel que el extremo carboxilo terminal juega en la funcién de la
toxina podfan seguirse varias estrategias, una de las cuales era la obiencién de productos de
digestiones quimicas o enzimdticas que cormespondieran a fragmentos C-terminal o bien
toxina nativa sin dicho fragmento; otra posibilidad era la obtencién de un ligando especifico
hacia la regién C-terminal que permitiera unir dicha regién y evaluar la funcién de la toxina
con esa parte de la molécula bloqueada. Se consideré que tales ligandos podfan ser anti-
cuerpos monoclonales.

1. Generacion de anticuerpos monoclonales contra el extremo C-terminal

Se trabaj6 en la generacién de anticuerpos monoclonales contra dos péptidos sintéticos
correspondientes a la regién C-terminal, cuyas secuencias abarcaron los residuos 21 a 39 y

30 a 39 (TablaIV).

NIXnativa TIINVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCMNGKCKCYNN
NTX 21-39
NTX 30-39

Tabla IV.Péptidos sintéticos correspandientes a la regién carboxilo terminal de la noxiustoxina
(NTX)

Estos péptidos se sintetizaron quimicamente en un sintetizador de péptidos automético
Milligen Biosearch 9600. Los péptidos se purificaron y se acoplaron por medio de carbodii-
mida (Goodfriend er al, 1964) a un acarreador (tiroglobulina o BSA).
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Con los péptidos acoplados a tiroglobulina se inmunizaron lotes de 4 ratones Balb/c
hembras de 8 semanas. El esquema de inmunizacién consisitié en 3 inoculaciones de 50 ug
de péptido-acarreador por via subcutdnea, a intervalos de 2 semanas. Después de la segunda
y tercera inmunizacién se evalué la produccién de anticuerpos anti-péptido en el suero de
los animales inmunizados mediante ensayos de ELISA contra cada péptido, en este caso
acoplado a BSA (conjugado heter6logo). Cuando se obtuvo un titulo de anticuerpos sufi-
cientemente alto, se llevé a cabo la fusi6n de las células de bazo de los ratones inmuniza-
dos con células de mieloma de la linea P3X63Ag8. Los hibridomas obtenidos (30% de las
células fusionadas), se seleccionaron por su capacidad de crecimiento en medio HAT (Hi-
poxantina-aminopterina-timidina) y se determiné mediante ELISA su produccién de anti-
cuerpos anti-péptidos NTX C-terminal. Posteriormente, los hibridomas que reconocieron a
los péptidos C-terminal se clonaron mediante la técnica de dilucién limitantz y asf se obtu-
vieron 5 clonas que al parecer eran especificas contra los péptidos NTX 21-39 y NTX 30-
39 acoplados a BSA, pero que al probar su reactividad cruzada contra antfgenos como
BSA-carbodiimida o toxina II1.9.2.2, dieron reaccién positiva (Figura 4), definiéndose que
dichos anticuerpos no eran especificos contra un antfgeno de NTX, sino que estaban reco-
nociendo epftopos distribuidos en varios antigenos diferentes, es decir, se trata de anticuer-

pos monoclonales que reconocen epftopos promiscuos.

Clona G1 [:] Clona E5 - Clona E2 Clona E9 Clona F8 I

0,6

e
S

Absorbancia

0,2

BSA BSA NTX NTX Toxina BS
21-39 30-39 nativa 1-39  11.9.2.2 carb

Figura 4, Reactividad de las clonas productoras de anticuerpos anti NTX 21-39.

El reconocimiento se llevé a cabo mediante un ELISA, se sensibiliz6 una placa con ca-
da uno de los antfgenos a una concentracién de 3 pg/ml y se hicieron reaccionar con
los sobrenadantes de las clonas obtenidas. Los datos graficados son el promedio de dos
£RRAVNS
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2. Hidrélisis con CNBr

Debido a que los anticuerpos antes mencionados no fueron cspecilicos, decidimos
explorar otra opcién para estudiar la posible relevancia del extremo C-ierminal, que consis-
ti6 en la obtencién de péptidos nativos productos de digestion de la toxina. Primero se
efectué 1a hidrélisis con CNBr el cual rompe en residuos de metionina en condiciones 4ci-
das. La toxina desnaturalizada con cloruro de guanidinio 6 M o urea 8 M, se hidrolizé con
CNBr en un exceso 250 veces molar con respecto a los residuos de metionina en presencia
de 4cido férmico, se incubé 16 horas a temperatura ambiente. Para saber si se habia hidro-
lizado la toxina, una alicuota de esa fraccién se redujo y carboximetilé como control. Este
producto se pas6é por HPLC(Figura 5) , En el cromatograma se puede obscrvar que no se se-
pararon dos fracciones, como se esperaria debido a que la toxina sélo tiene una metionina,
sino que se obtuvo s6lo una fraccién en el mismo tiempo de retencién de la toxina nativa.
Esto indic6 que la toxina no logré hidrolizarse. En experimentos posteriores (3 experimen-
tos) se obtuvieron resultados idénticos ain cuando se usaron concentraciones de CNBr has-
ta 500 veces molar. Sin embargo, empleando las mismas condiciones de hidrélisis se en-
say6 la digestién de mioglobina, la cual contienc 2 metioninas, y se obtuvé una digestién
completa de esta proteina. Estos resuitados nos hacen pensar que la NTX, es una proteina
que se encuentra estructurada en forma muy compacta y que el residuo de metionina no estéd
accesible, por lo que no pudo ser atacado por el CNBr.

3. Digestion con tripsina

Posteriormente, como una alternativa en la obtencién de péptidos nativos, se efectnd
una digestién con tripsina, la cual cataliza la hidr6lisis de enlaces peptidicos de lisina y
arginina, excepto cuando ¢l siguiente residuo es prolina. Debido a que la noxiustoxina
posee 7 lisinas pero una de ellas est4 junto a una prolina, tendriamos 6 sitios susceptibles de
corte. Sellevé a cabo la digestién de 2 muestras de NTX con tripsina, debido a que en la
digestién s6lo se logra digerir un 20% del total de toxina y los productos de_digestién
resultantes de un sélo experimento no eran suficientes para el andlisis completo de cada uno
de dichos productos.

31



zt

a) NTX
1 10 15 20 25 35 39
THNVKCTSPKQCSKPCKELYGSSAGAKCM/NGKCKCYNN
0.05 Qo5 005—
1 b) 1 C) d)
£ El |
E 2 P
c o o
2 < <
~ 27.57 60
< e 60 27.50
7 a . A
e 7 yid
/7
0.025H— // 0025 0025} -
// v
-{30
A el 430 e .
/s - 7
/ i} |~ o s
7 Ky 74
< ) V| °\o
A F
gl il Ly :
0
0 30 60 3} LiYj 30 60 © 30 60

Tiempo (minutos)

Figura 5. Scparaci6n de fragmentos productos de hidr6lisis de NTX con CNBr.,
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a) en la sccucncia de aminoacidos de la NTX sc scfiala con una diagonal dondc sc lleva a cabo fa ruptura por CNBr. b) 10 pg de NTX
cn presencia de urca como control de la protefna sin hidrolizar, ¢) control de los productos de reaccién (urca, CNBr, ac. iodoacttico,
DTTy octanel), d) Hidrélisis con CNBr ca presencia de urea. de 10 pg de NTX reducida y carboximetilada.

Tiempo (minutos)

Tiempo (minulos)

]

° o%B

upisnosig £ sopoynsay



133

a)

NTX
5

10

20

3

30

33 39

TIINVK/CTSPK/QCSKPCK/E LYGSSAGAK/CMNGK/CK/CYNN

02— 0.2—
b) c)
: £
Q
4 60 O
< //7] <
e i)
s/
Ve
9 30
/7
s
s
/
re
s
-, /_0
b L _J
0" v v 30 60

Figura 6. Scparacion de fragmentos productos de Ja digestién de NTX con tripsina.

Tiempo (minutos)

!
]

30
Tiempo (minutos)

%8
2

30
Tiempo {minutos)

Sc efectud la digestién triplica de dos mucstras de NTX, en las mismas condiciones de reacci6n, 1% en peso de tripsina en presen-
cia de acctato de amonio pH 7.8, s¢ incub6 por 120 hs a 37 °C . Los productos se scpararon por IIPLC fase reversa en una colum-
na C4, cluycndo con un gradicnte de 0-60% de acctonitrilo durantc 60 minutos (lincas puntcadas). a) Secuencia de aminodcidos de
la NTX donde sc mucstran los 6 posiblcs sitios de corte de la tripsina (lincas diagonales). b)Contrel de proteina NTX sin digerir,
en prescncia de acctato dc amonio. ¢) Fragmentos productos de 1a 2a. digestion de NTX con tripsina (270 ug dc NTX), a los
cuales se Ics rcalizé analisis de aminodcidos. d) Fragmentos productos de la primera digestion de NTX con tripsina (300 ug NTX),
con los cuales se cfectuaron: reconocimicnto por el suero policlonal anti-NTX y ensayos de desplazamiento de la unién de NTX
marcada a sinaptosomas. También sc realiz6 la sccuencia de la fraccin 6 cuyo ticmpo de retencion fué de 23.92 min.
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La digesi6n se efectué con 1% cn peso de tripsina con respecto a la proteina, en presencia
de acetato de amonio pH 7.8 , se incub6 a 37 °C durante 120 hs, afiadiendo alicuotas dc
tripsina cada 24 hs. Las condiciones empleadasen estos experimentos fueron mis drésti-
cas que las empleadas pdra otras toxinas, y se decidieron en base a experimentos piloto. Al
término de la incubacién los fragmentos de digestién se separaron por HPLC (Figura 6) y los
patrones de digestién obtenidos en ambas muestras fueron muy similares, por lo que se asu-
mié que las fracciones obtenidas en la primera digestién eran los mismos que los de la se-
gunda,

Con los péptidos obtenidos cn la primera digestion se probé el desplazamiento de la unién
de toxina marcada a sinaptosomas y cl reconocimiento por el suero policlonal anti-NTX y
con los péptidos obtenidos en la scgunda digestién sc hizo andlisis dc aminodcidos y se-

cuencia en algunos (Tabla V),

la. Tripsina | 2a. Tripsina | Andlisis de amino4cidos | Reconocimicnto |[Desplazamiento
# Fraccién | # Fraccién (basado en 2a. Trip) Suero anti-NTX NTX-I!3
(1a. Trip) (la. Trip)
(3) 15.87 (3) 14.59 No determinado negativo negativo
) 1635 4) 15.87 7__18--29_ 39 negativo negativo
(5)18.08 (5) 18.25 No determinado negativo negativo
(6) 23.92 (6) 24.06 ELYGSSAGAK negativo negativo
(72524 (7) 25.80 No determinado negativo negativo
(8)27.12 (8) 26.48 NTX completa positivo positivo
(9) 28.96 9) 27.12 TINVK (N terminal) negativo negativo
(10)31.09 (10) 31.32 an4lisis a.a negativo _negativo _negativo

Tabla V. Identificacién de los péptidos correspondientes a las digestiones con tripsina por
andlisis de aminodcidos, reconocimiento por Ac. policlonal anti-NTX en ELISA y capacidad de

desplazamiento de la 125 LNTX por tales fracciones. En la fraccién num. 4 la linca punieada
indica los amino4cidos que faltan.

Los resultados mostrados en la Tabla vV indican que la fraccién nimero 6 corresponde al
fragmento intermedio ELYGSSAGAK (identificado por secuencia) el cual se libera al ser
hidrolizadas las lisinas 18 y 28, debido a que no existen enlaces disulfure que eviten que
esta fraccion se separe. Este péptido al ser probado en ensayos de uni6n, no logra desplazar
el pegado de la 12I-NTX a sinaptosomas, ni tampoco es reconocido por el suero policlonal
anti NTX en ELISA. La fracci6n niimero 8 es la toxina nativa que no logré ser digerida y
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desplaza el 100% el pegado de la toxina mar‘cada y es perfectemente reconocida por el po-
liclonal. La fracci6n 9, se identificé por sccuencia como el amino terminal de la toxina, for-

mado por los aminodcidos TINVK, tal fragm‘ento queda libre al ser hidrolizada la lisina de

la posicién 6, en ensayos de unién esta fracci‘ n no desplaza la unién de >’I-NTX a sinap-
tosomas, ni es reconocida por el suero policlonal anti-NTX. Por dltimo la fraccién 4, se
identific6 por andlisis de aminodcidos como la toxina completa sin el fragmento intermedio
(fracc. 6), ni el fragmento amino terminal (fracc. 9), lo que sugiere que se pemiti6 la hi-
drélisis de la lisina 6 y las lisinas 18 y 28. En experimentos preliminares esta fraccion no
fué reconocida por el suero policlonal anti-NTX ni tampoco desplaz6 la unién de 125I-NTX

a sinaptosomas.

De esta forma con los experimentos de digestién triptica se obtuvo la siguiente
informaci6n:

1. La NTX es extremadamente resistente a la digestién enzimdtica (con 120 hs s6lo el 20%
es hidrolizada).

2. El péptido intermedio que va del residuo 18 al 28, no desplaza a la !25[-NTX unida a
fracci6n P3, ni es reconocido por el suero policlonal anti-NTX, sin embargo ésto no descar-
ta la posibilidad de que dentro de la protefna cdmpleta dicho fragmento intermedio esté ju-
gando algiin papel ya sea en la afinidad o en la gstabilizacién de la unién.

3. De la misma forma, el péptido N-terminal de posiciones 1-6 no parece intervenir en estas
condiciones experimentales, en el pegado de la|!2I-NTX y en el reconocimiento por sue-
ros. Pero aunque este fragmento fuese importanie en la unién de NTX a su receptor, como
ha sido demostrado previamente (Gurrola 19?77) probablemente tiene tan baja afinidad que
se requerirfa una gran cantidad del péptido paraiesplazar a la NTX nativa. Sin embargo en
otros ensayos realizados sobre canal de K+ dependiente de Ca++ de baja conductancia de
membranas de aorta de vaca, empleando Patch clamp (Vaca et al, 1989), dicho péptido si

es funcional.

4. Con la fraccién num. 4 no pudo realizarse una caracterizacién mds amplia debido a que
la cantidad que obtuvimos fué demasiado pequefia, pero de forma preliminar pudimos
observar que el hecho de que Ia toxina sin amino ni fragmento intermedio, no sea reco-
nocida por el suero anti-NTX, puede deberse 3 que el fragmento intermedio parece ser
importante estabilizador de la estructura de la toxina; mientras que, el no observar desplaza-
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miento del pegado de '25I-NTX a fracci6n P3, probablemente se relaciona m4s con la falta
de la regién amino terminal en la toxina.

V. Importancia de las cargas positivas

Se ha comprobado en diversos casos que es dificil obtener una acetilacién completa de
todos los grupos epsilon amino de las protefnas. Por ejemplo, se ha reportado que la aceti-
laci6én completa del péptido S de la ribonucleasa requiri6 un exceso 300 veces molar de an-
hidrido acético (Vithayathil & Richards, 1960). Cuando la acetilacién se llevé a cabo con
un exceso 50 veces molar, se formaron péptidos mono, di y tri acetilados, los cuales pudie-
ron separarse por electroforesis. Sin embargo, para la mayoria de las protefnas el 60 a 90%
de los grupos amino libres se acetilan con anhidrido acético. Los grupos no susceptibles a
modificacién pueden presumiblemente estar ocultos de alguna manera en el interior de la

estructura tridimensional de 1a protefna.

Para la valoracién de los residuos positivos en la unién al canal y en la antigenicidad,
realizamos modificaciones quimicas de la NTX con anh{drido acético.

1. Acetilacion de lisinas con anhidrido acético

La noxiustoxina tiene 8 residuos que son susceptibles de acetilacién (7 lisinas y el
amino terminal). Para iniciar se intent6 llevar a cabo una acetilacién en la que obtuviéramos
derivados polimodificados que nos permitieran saber si al modificar ya sea todas o la mayo-
ria de las cargas se perdia o no la actividad de la toxina, Se rcalizé la acetilacién con un ex-
ceso 40 veces molar de anhfdrido acético con respecto a la NTX, se dej6 reaccionar durante
30 minutos a 37 °C y posteriormente se separ6 por HPLC. Se obtuvieron 7 fracciones, las
cuales tienen un tiempo de retencién mayor que la toxina nativa (Figura 7), lo que nos indica
que son m4s hidrof6bicas, y adem4s concuerda con lo esperado, ya que al acetilar las lisinas
se aumenta la hidrofobicidad de 1a molécula.

Las fracciones obtenidas se probaron en ensayos de unién, donde mostraron haber per-
dido completamente la actividad de desplazar a la toxina marcada, asf mismo se probaron
en ELISA y en todas ellas el reconocimiento por el suero policlonal anti-NTX se redujo un

90%. (Flgura8.).
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Tales resultados comprueban que las modificaciones efectuadas en la toxina eliminan com-
pletamente su capacidad de unién al canal, mientras que el hecho de que haya disminuido el
reconocimiento por el policlonal quiere decir que las cargas tambi€n afectan la antigenici-
dad; probablemente el reconocimiento que existe se debe a que los anticuerpos en el suero
estdn dirigidos no s6lo contra epftopos conformacionales, si no también contra epftopos se-
cuenciales que resultan afectados con la modificaci6n.

Con el objeto de identificar los residuos que habfan sufrido modificacién en cada una
de las fracciones, se elaboraron mapas tripticos. Mediante la digestién con tripsina de la
toxina nativa reducida y carboximetilada, fué posible obtener un patrén de digestién triptica
con el cual comparar las digestiones de las fracciones modificadas, también reducidas y
carboximetiladas, de esta manera, ya que la tripsina, no serfa capaz de romper en las lisinas
que hubieran sufrido modificacién, el patrén de digestién de la toxina modificada en uno o
varios residuos serfa diferente del obtenido con la toxina sin modificar.

Se hizo la digestién con NTX nativa, la cual habfa sido previamente reducida, carboxi-
metilada y pasada por Biogel P2 para eliminar los productos de reaccién. La digesti6n se
llevé a cabo con tripsina (1% en peso con respecto a la protefna) en acetato de amonio pH
8.0, se incub6 a 37 °C durante 4 horas, se purificé por HPLC y se obtuvieron 7
componentes importantes, que se tomaron como patrén de digestién. Posteriormente se
realizé la digesti6én de las fracciones acetiladas 4, 8 y 9 (de las cuales existia suficiente
material). Estas fracciones se redujeron, carboximeltilaron y digirieron con tripsina en las
mismas condiciones que se emplearon en la toxina nativa (Figura 9). En estos casos se
esperarfa que las lisinas que no hubieran sido meodificadas pudieran ser atacadas por la
tripsina y puesto que las muestras estin reducidas y carboximetiladas, los fragmentos
productos de la digestién podrfan separarse y aparecer como diferentes componentes

cromatogréficos.
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Figura 9 Patrones de digestién enzimitica obtenidos de NTX nativa y de tres fracciones pro-
ductos de la acetilacién completa de NTX.

a) Parén de digestion de NTX nativa reducida y carboximetilada pasada por Biogel-P2 y dige-
rida con tripsina. Fracciones obtenidas en la acetilacion completa de NTX, reducidas y carboxi-
metiladas, pasadas por Biogel-P2 y digeridas con tripsina, b) fraccién 8, ¢) fraccién 9, d) frac-
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Los resultados que obtuvimos con las fracciones 4, 8 y 9 fueron los siguientes:

Al digerir la fracci6n 8, obtuvimos un sélo componente en el HPLC, lo que indica que
al efectuar la digestién, dicha fraccién no sufrié ningin cambio, debido a que todos los
sitios susceptibles de corte por la tripsina estaban bloqueados por la acetilacién. El mismo
caso se presenta con la fraccién 9, después del tratamiento con tripsina, se obtiene
tinicamente un componente. Esto nos lleva a suponer que esta fraccién también sufrié una
acetilacién completa, por lo que no pudo ser digerida por la tripsina. A pesar de que las
fracciones 8 y 9 tienen todas sus lisinas modificadas, el hecho de que estas dos fracciones
se hayan separado en 2 diferentes componentes después de la acetilacién, nos indica que
entre ellas debe existir alguna diferencia, la cual pudo ser que la fraccién 9 (que se retarda
en salir y por lo tanto es mds hidrof6bica), probablemente ademds de tener todas las lisinas
acetiladas, sufrié modificacién en las tirosinas, ya que cl anhidrido acético es capaz de ace-
tilar el grupo fenélico de los residuos tirosil en las proteinas (Riordan & Vallee. 1976)

En el caso de la fraccién niimero 4, al digerir se obtiene un patrén de HPLC en el cual
se observan dos componentes, a los que sc les hizo andlisis de aminodcidos y se observé
que el componente mayoritario es la toxina sin amino terminal y el componente pequefio es
el hexapéptido amino terminal TIINVK, lo que quiere decir que en dicha fraccién sélo
queda libre de modificacién la lisina de la posicién 6 y por lo tanto es susceptible de corte
por la tripsina. En este caso se puede argumentar que ese residuo probablemente se encuen-
tra menos accesible por lo que es el iltimo que se acetila. Por otra parte, en esta muestra no
logramos identificar si el residuo amino terminal habfa sufrido modificacién debido que
no se le hizo secuencia de aminodcidos que nos hubiera permitido saber si tal residuo estaba

bloqueado o no.

A partir de  estos resultados de la modificacién total de la toxina, se pensé en hacer
modificaciones parciales en las cuales pudieramos tener fracciones que hubieran sufrido
acetilacién en pocos residuos y asf evaluar lo que sucede al modificar ligeramente la toxina,
y ver si los residuos alterados estaban involucrados en la funcién de la toxina; por lo que
llevamos a cabo una acetilacién con un exceso 5 veces molar de anh{drido acético con res-
pecto a la toxina, en las mismas condiciones que la acetilacién anterior. La muestra acetila-

da se pas6 por HPLC y se obtuvieron 6 fracciones (figura 10).
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Figura 10. Separacién de las fracciones productos de 1a acetilacién parcial de NTX con anh{dri-

do acético.

Se acetilaron 500 ug de NTX nativa con anbfdrido acélico en una proporcién molar 1:5 con res-
pecto a Ja toxina, en amortiguador Tris-HCI 20mM, en presencia de NaOH 0.2 N, Se dejé reac-

cionar durante 30 min a 37 °C y se purificé por HPLC fase reversa en una columna C4, eluyendo
con un gradiente lineal de acetonitrilo de 0-60% durante 60 min.
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Figura 11, Curvas de desplazamicnto de la unién de 151.NTX a fraccién sinaptoso-
mal de cerebro de rata, de las fracciones obtenidas en la acetilacién parcial de NTX.

Se probé la capacidad de cada mucstra de desplazar l1a unidn de 25I-NTX (250 pM) a
fraccién sinaptosomal. Las mucstras s¢ ensayaron cn un rango de concentraciones de
0.01 nM a 100 nM y la un6n se detcrming midiendo 1a radioactividad presente en fil-
tros de fibra de vidrio Whatman GF/B. (*) Curvas correspondientcs a cada una de la
fracciones acetiladas, (0) Curvas correspondientes al desplazamiento de NTX nativa.
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Estas fracciones se ensayaron en su capacidad de desplazamiento de la unién de 121-NTX a
fracci6n sinaptosomal. Cada una de las fracciones se prob6 en un rango de concentraciones
de 0.01 nM a 100 nM, mientras que la '>I-NTX estuvo presente en una concentracién de
250 pM (figura 11). La curva de desplazamiento observada en las fracciones 1, 2y 3 es la
misma que la observada al desplazar con la toxina nativa. Con las fracciones 4, 5 y 6 ocurre
algo similar, pero se requiere una concentracién mayor de estas muestras para €l desplaza-
miento, sin embargo, esta concentracién no es ni una orden de magnitud mis de la que se
emplea con la NTX nativa para desplazarse a sf misma. Por lo que podemos concluir que
las modificaciones que sufrié la toxina, no afectan su uni6n a la fraccién sinaptosomal.

Las fracciones acetiladas se probaron también en ensayos de ELISA para evaluar si
conservaban su antigenicidad. Para ésto se sensibiliz6 una placa con cada una de las
fracciones a una concentracién de 1pg/ml y se hizo reaccionar con un suero policlonal y
con 6 monoclonales anti-NTX

El reconocimiento de los anticuerpos hacia las fracciones, disminuye gradualmente
conforme aumenta el grado de acetilacién de cada una de ellas. En la fraccién 6 el reconoci-
miento disminuye en un 40%, en la fraci6n 5 en un 30% y en las fracciones 3 y 4 un 20%.
Tales resultados sefialan que la acetilacién estd afectando de alguna manera la antigenicidad

de la toxina (figura 12).
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Figura 12. Reconocimiento en ELISA de las fracciones productos de acetilacién
1:5, por el suero policlonal y los anticuerpos monoclonales anti-NTX indicados en
¢l retablo situado arriba de 1a gréfica,



Resultados

Para identificar los residuos modificados mediante esta acetilacién parcial, 1a opci6n fué se-
guir el mismo protocolo empleado en la identificacién en el caso de la acetilacién total.

En este protocolo las moléculas de toxina modificada, previamente reducida y carboximeti-
lada se digieren con tripsina y posteriormente se purifican por HPLC. Para ello requeriria-
mos como minimo al rededor de 80 pug de cada muestra debido a que en la digestién obten-
drfamos casi tantas fracciones como las obtenidas al digerir la NTX nativa red y cmet, que
sirvié como control (ver figura 9.). Sin embargo, la cantidad que obtuvimos de cada una
de las fracciones parcialmente modificadas no fué suficiente para realizar este protocolo,
por lo que no logramos identificar en que residuo habfa existido una modificacién.

De cualquier manera es inteesante notar, que tanto el reconocimiento por el receptor en
fraccién P3, como el reconocimiento de dichas fracciones por el suero policlonal anti-NTX,
disminuye de manera directamente proporcional con el grado de modificacién que sufri6 la
toxina.
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CONCLUSIONES

Algunos de los hallazgos experimentales mds importantes de esta tesis se enumeran abajo:

Se obtuvo un suero policlonal anti-NTX cuyo titulo fué de 1:10000 por ELISA y de
1:20000 por RIA.

Con base en los resultados obtenidos de las modificaciones qufmicas y digestiones
efectuadas sobre la noxiustoxina en este estudio, se derivaron las siguientes conclusiones:

- La integridad de los puentes disulfuro es necesaria para la actividad téxica de la toxina
NTX, asf como para conservar su actividad antigénica..

- Parece ser que la metionina presentc en la NTX se encuentra oculta o de alguna manera
inaccesible por lo que no pudo ser hidrolizada por ¢l CNBr

- La NTX se encuentra estructuralmente muy compacta y dificilmente puede ser atacada
por agentes quimicos o enzim4ticos. Esta idea se apoya en la dificultad de hidrolizar la toxi-
na con CNBr asf como en el hecho de que al digerir a la NTX con tripsina, sin previa desna-

turalizacién sélo se logré digerir el 20%.

Probablementela toxina presena esta estructuracién debido a Ia existencia de tres enlaces
disulfuro en s6lo 39 residuos de aminodcidos. En este contexto es importante hacer notar
que las toxinas animales tienen un alto contenido de disulfuros, en promedio, ellas poseen 1
disulfuro por 14 + 4 aminodcidos, Un valor que es substancialmente diferente al de otras
protefnas, incluyendo protefnas ricas en disulfuros como la ribonucleasa, la lisozima, la
tripsina, Ia quimiotripsina y Ia amilasa (Shulz & Schrimer, 1979), las cuales tienen en pro-
medio 1 disulfuro cada 34 residuos de aminodcidos.

- Tanto el fragmento intermedio como ¢l hexapéptido N-terminal, que obtuvimos mediante
la digestién de la NTX con tripsina, no lograron desplazar 1a unién de NTX marcada a frac-
cién P3. De la misma manera la toxina sin los dos fragmentos mencionados anteriormente,
tampoco logré desplazar a la toxina nativa, a pesar de que cuenta con el resto de la molécu-
la.. Por lo que la importancia de éstos péptidos dentro del contexto de la protefna, no puede
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descartarse. En el aspecto antigénico ocurre algo similar, ninguno de los fragmentos obte-
nidos en la digestién fué reconocido por el suero policlonal anti-NTX. Basados en estos
datos y datos previos obtenidos en el laboratorio (Gurrola et al. 1989) suponemos que el ex-
tremo N-terminal es fundamental en la afinidad por el receptor, mientras que el fragmento
intermedio parece tener importancia en dar estabilidad a esta unién y en la antigenicidad de

la toxina.

- La toxina completamente modificada por acetilacién pierde su actividad farmacolégica y
antigénica. La lisina en la posicién numero 6, es el dltimo residuo que se acetila, lo que
sugiere que es el residuo de lisina que se encuentra en una regi6én menos accesible que el

resto de las lisinas.

- En cuanto a las modificaciones parciales de la toxina, no fué posible identificar qué
residuo habfa sufrido modificacién, ya que tuvimos una gran limitante: la cantidad de
toxina. Debido a que la NTX se obtienc en una proporcién muy baja en el veneno total
(1%), la cantidad disponible de esta toxina fué minima, lo que nos imposibilité para realizar
mapas tripticos que nos permitieran obtener fragmentos identificables por secuencia de
amino4cidos.

Ademis de las conclusiones y hallazgos experimentales mds importantes, se discute en
la parte final de esta tesis algunas limitantes encontradas durante el desarrollo de la misma
y se apunta hacia algunas perspectivas futuras haciéndose referencia a la literatura perti-

nente publicada.

La idea de efectuar modificaciones cn la toxina permanece en pie, ya que ésta €s una
estrategia muy 1itil en la identificacién o elucidacién del sitio que estd interactuando con el
canal. Una alternativa favorable en este sentido, serfa la de clonar el gene que codifica para
la NTX que permiticra postcriormente realizar las modificaciones por medio de mutaciones
puntuales, que ademds de hacer posible la modificacién especffica de un residuo dado,
climinarfa la limitante de la cantidad de toxina.

Las observaciones obtenidas en este trabajo, y resultados previos en cxperimentos
realizados en nuestro laboratorio (Gurrola er al. 1989), parecen sugerir que en el sistema
de membranas de cerebro de rata que estamos probando, el extremo carboxilo terminal de
la NTX no es relevante en la unién de la toxina a los canales presentes en dichas membra-
na. Sin embargo, esta regién dec la molécula puede estar participando en la selectividad
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hacia ciertos canales, que se sabe que son bloqueados por NTX, pero que no se han estu-
diado ampliamente en este sentido, como el canal de K* dependiente de calcio en midsculo
esqueléticé 6 el Maxi K (Valdivia er al. 1988) y el canal de K* dependiente de voltaje de
linfocitos T Kv1.3 (Swanson, 1990).

Existen estudios con otras toxinas que bloquean canales de K* y que comparten con
NTX una gran semejanza a nivel de su secuencia de amino4cidos, tal es el caso de la Mgtx,
una toxina obtenida del veneno del alcardn Centruroides margariatus, Cuya secuencia conserva
un 79% de homologfa con la NTX. La Mgtx inhibe la unién de '25I-Chtx a canales de K*
dependicntes de voltaje en mebranas sinaptosomales de cerebro de rata; al igual que Ia
Chtx, la Mgtx bloquea la corriente de K* tipo n en linfocitos T humanos (Kv1.3), con una
potencia 20 veces mayor que Chtx (Kd 50 pM). Ademds la Mgix tiene una velocidad de
disociacién mis lenta y no afecta canales de K* dependientes de Ca**.

El bloqueo sobre canal Kv1.3 se estudié con Mgtx recombinante, la cnal mostré las mismas
caracterfsticas de bloqueo que la toxina nativa, posteriormente, el residuo histidina de la
regién C-terminal de la rMgtx fué remplazado por asparagina, que corresponde al residuo
39 del extremo C-terminal de la NTX. La resultante Mgtx H39N es un inhibidor mds débil
que Mgtx del canal Kv1.3 (Kd 200 pM), lo cual indica que este residuo es importante en la
afinidad por el canal. Si pensamos que la Mgtx conserva un alto grado de homologia con
NTX (en esta regién existen s6lo dos diferencias entre las dos toxinas, NTX posee 2 aspara-
ginas 38 y 39, mientras que en la Mgtx son prolina e histidina respectivamente). Estos datos
nos sugieren que NTX podria estar bloqueando al mismo canal por el extremo C-terminal,
pero probablemente con una afinidad menor que la Mgtx.

Entre las otras toxinas con las cuales NTX posee una gran homologia en secuencia se
encuentran: la Chtx, la Ibtx y la Ktx, La Chtx bloquea tanto al canal Kv1.3 como al canal
de K* activado por Ca**, mientras que la Ibtx y la Ktx son selectivos para canales de K*
activados por Ca**. Con la Chix y la Ibtx, Giangiacomo er af (1993) realizaron un cstudio
con el objeto de identificar las regiones de la Chix que imparten selectividad hacia los dos
tipos de canales que bloquea. Para ello construyeron por sintesis quimica dos toxinas qui-
méricas Ch-Ibtx e Ib-Chtx, asf como un péptido truncado Chtx7-37. Ambas toxinas quimé-
ricas inhibieron la unién de '2’I-Chtx a membranas de retfculo sarcopldsmico de misculo
liso, y ambas bloquearon el canal Maxi-K incorporado en bicapas lipfdicas. En contraste, la
unién de la Chix radiomarcada en cerebro y las corrientes de canal Kvi1.3 expresado en
oocitos, s6lo fué inhibida por la quimera Ib-Chix. Estos hallazgos sugieren que el dominio
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C-terminal de la Chtx estd interactuado con el canal Kv1.3, mientras que el dominio N-ter-
minal imparte alta afinidad en la interaccién con el canal Maxi-K. Estas observaciones
apoyan la idea de que las toxinas est4n interactuando con diversos tipos de canales por
dominios diferentes en su estructura.

Sin embargo, existen reportes, en los cuales se propone que la unién de la Chix con el
canal no se lleva acabo sélo con un extremo de la toxina como lo sugieren en el trabajo
antes citado, sino que la interaccién tiene lugar por medio de una superficie hidrofébica que
actua derectamente con el canal (Maxi K) . Esta superficie estd formada por 8 de los 32
residuos de aminodcidos presentes en la Chix, Parece ser que de esos 8 residuos de impor-
tancia crucial en la interaccién, 4 interactdan directamente con la base del canal (Arg 25,
Lis 27, Met 29 y Asn 30), ademds de ser la superficie de interacci6n primaria con el poro.
Se sugiere también que la lisina 27, participa en estabilizar fuertemente esta unién Los resi-
duos restantes (Ser 10, Trp 14, Arg 34, Tyr 36), estdn localizados adyacentemente a la su-
perficie de interaccién y parece serque interactuan con las paredes laterales del canal
(Stampe e al. 1994),

Un hecho interesante en este grupo de toxinas homélogas que bloguean canales de K+
es la conservacién de la posicién de las cistefnas, lo que sugiere un patrén comin de
formacién de puentes disulfuro, como se ha demostrado para la Ibix y la Chix, cuyas estruc-
turas en solucién fueron resueltas por NMR de 2-dimensiones (Bontems, F. 1991a y b;
Johnson & Sugg. 1992). Por otra parte, es interesante hacer notar que los dos residuos de
prolina presentes en la NTX, residen en una regién de la molécula que tiene una conforma-
cién de alfa-hélice en la Chix y cn la Ibix. Cémo estos residuos afectan la estructura de la
NTX debe ser resuelto por espectroscopia H-NMR. Pero muy probablemente ellos estén
jugando un papel bésico en la estructura de la toxina y quizd sean responsables de algunas
diferencias estructurales importantes entre la Chtx o la Ibtx y la NTX.

Finalmente, en este momento, en el laboratorio del Dr. L. Possani se estd sintetizando
el gene de la NTX para estudiar por técnicas de DNA recombinante, las posibles regiones
estructurales mds importantes de la NTX. Quizds por mutaciones puntuales dirigidas, se
consiga determinar con mayor precisién, cl papel de algunos de los amino4cidos estudiados
por via qufmica, en esta tesis.

ESTA TESIS K9 DEBE
SALR DE g4 BiBLIOTECA
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