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- {(HBTU) hexafluorofosfato de benzotriazoliloxytetrametilurcnio
- (HBOt} ), 2-(1 H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetrametiluronio
hexafluorofosfato

- (K"} potasio

-{(L) grupo protector transitorio

- (MBHA) p-metiloxybencidrilamina

- (MCD) péptido degranulador de mastocitos

- (mequ) miliequivalentes

- (mg} miligramos

-(ml) miiilitros

- (mM) milimolar

—{mmol) milimoles

-{Na") sodio

- {(PAL) *peptide amide linker*

- (PEG) polietilenglicol

-{pI) punto isceléctrico

-(rpm) revoluciones por minuto

-{8) grupo protector permanent

={(SPFS5) sintesis quimica de péptidos por el método de la fase
sdélida

- (TFA) Acido Trifluorocacético

- (tRNA) RNA de transferencia

-(Trt) trifenilmetil

III.-LISTA DE FIGURAS:
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~Figura 9. Oxidacién de ErgTxNH, en presencia de 0.

-Figura 10. Plegamiento de ErgTxNH2, en presencia de Glutatién
reducido y oxidado.
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~Figura 12. Mezcla de ErgTxNH,; + ErgTx.
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IV.-RESUMEN:

El gen erg (hombélogo al gen ether-a-go-go, eag en
Drosophila) se expresa principalmente en corazén, glandulas
adrenales y cerebro. Erg ( herg en humanos), codifica para un
canal de potasio (K') ERG, crucial en la fisiologia del corazén y
en la excitabilidad neuronal de mamiferos. HERG es un
componente molecular responsable de arritmias cardiacas vy
posiblemente de la proliferacién de células cancerigenas. HERG
es bloqueado por varios antiarritmicos clase III, algunos
antihistaminicos y el antipsicético haloperidol. Sin embargo,
aln no se cuenta con una herramienta molecular adecuada para el
estudio bioguimico de ERG y para el desarrollo de un nuevo
fdrmaco. Las toxinas de origen animal representan herramientas
valiosas para el estudio fisioldgico y estructural de canales
iénicos. En especial, las toxinas de alacrén, han servido como
molécula de prueba para caracterizar la regién formadora del
poro en canales de K'. En el presente trabajec se reporta por
primera vez, la purificacidén, caracterizacién estructural y
sintesis guimica de Ergtoxina (ErgTx). ErgTx es una toxina
aislada del alacran mexicano Centruroides noxius, que bloquea
especificamente y con alta afinidad, al canal de K* ERG. ErgTx
es un péptido béasico de 42 aminodcidos estabilizado por 3
puentes disulfuro. Es una molécula dificil de sintetizar y con
una estructura distinta a las que se han reportado para toxinas
de animal.



V.-OBJETIVOS:
Objetive General.

Identificar, purificar hasta homogeneidad y caracterizar un
componente peptidico del veneno del alacrén Centruroides noxius-
Hoffmann; capaz de bloquear el canal de K' HERG.

Objetivos particulares.
a) Identificar y aislar el péptido de interés

b} Caracterizacidén quimica del péptido aislado
— composicién de aminodcidos

-~ peso molecular

~ estructura primaria

- patrén de puentes disulfuro

- medificaciones post-traduccionales

- estructura secundaria

c) Sintesis quimica del péptido

VI.~-HIPOTESIS:

El alacran Centruroides noxius-Hoffmann, es el mds venenoso
en América del Norte; la inyeccidn de su veneno altera las
funciones del sistema nervioso, circulatorio y cardiaco de su
presa © agresor. Tomandc en cuenta la complejidad farmacolégica
de este veneno y la participacién del canal de K' HERG en 1la
ritmicidad del latido cardiaco; es posible aislar del veneno de
este alacran, un inhibidor del canal de K' HERG.

VII.~-METODOLOGIA:
a) Obtencidén del Veneno.

Los alacranes fueron colectados en el estado de Nayarit,
México. El venenc se obtuvo por estimulacién eléctrica del
telson y fue colectado en una caja de Petri. Antes de comenzar
la extraccién, los animales fueron anestesiados con C0QO,. E1
veneno se disolvid en agua bidestilada y se centrifugé durante
10 minutos a 15000 revoluciones por minuto {rpm). Se utilizd una
centrifuga Beckman J2-21 equipada con un rotor JA-20., El1



sobrenadante se Jjuntdé en un solo envase vy finalmente fue
liofilizado y guardado a -20°C.

b) Métodos Cromatograficos y de Purificacién.

La purificacidén constd de dos etapas. Durante la primer
etapa, la fraccidén soluble del veneno fue sometida a un proceso
de filtracidén en gel. Se utilizé una columna Sephadex G-50 medio
de Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala, Suecia). El eluente fue
acetato de amonio 20 mM, pH 4.7 y un flujo de 40 ml/hora.
Durante la segunda etapa, la fraccidén peptidica obtenida por
filtracién en gel, fue separada por Cromatografia Liquida de
Alta Precisidén (CLAP). Se utilizdé un cromatdégrafo Waters y una
columna semipreparativa de fase reversa (FR) C-18, Vydac.

¢} Caracterizacién Quimica.

La composicidén de aminoacidos se determindé por hidrélisis
dcida de 15 microgramos del péptido reducido y carboximetilado
(para poder cuantificar las cisteinas). Se utilizdé un analizador
Beckman 6300. La masa se determind analizando 1 microgramo de
peptido puro con un espectrdémetro de masas de ionizacién

"electrospray". La secuencia de aminodcidos del péptido
previamente reducido y carboximetilado se obtuvo utilizando un
prosecuenciador Beckman LF 3000. Para las digestiones

peptidicas, se utilizaron enzimas Boehringer Mannheim grado
secuenciacidn.

d) Sintesis Quimica de ErgTx.

La sintesis quimica de ErgTx se realizd por el método de
fase so6lida, siguiendo 1la estrategia de Fmoc (Atherton and
Sheppard 1989).

d.1l1 ErgTx con el extremo carboxilo amidado (ErgTx-NH,).

Se utilizé la resina Rink-Amide-MBHA (p-metilbencidrilamina)
con una densidad de 0.62 mequ./g. Los amino A4cidos utilizados
fueron: Fmoc-L-Pro-OH, Fmoc-L-Ala-OH, Fmoc-L-Lys{(Boc)-QH, Fmoc-~
L-Cys (Trt)-OH, Fmoc-L-Phe-0OH, Fmoc-L-Met-OH, Fmoc-L-Gln(Trt)-0QH,
Fmoc-L-Asn (Trt)-OH, Fmoc-L-Thr (0tBu)-0H, Fmoc-L-Gly-OH, Fmoc-L-
His(Trt)-0CH, Fmoc-L-Asp(0OtBu)-0OH, Fmoc-L-Glu(0tBu)-0H, Fmoc-L-
Tyr {OtBu)-0H, Fmoc-L-Ser (OtBu)-0H, Fmoc-L-Arg(Pbf)-0OH, Fmoc-L-
Val-OH. Todos estos reactivos fueron marca Peninsula
Laboratories, Inc.



En cada acoplamiento los aminodcidos se activaron en forma
de éster en presencia de la mezcla de los activadores N-
hidroxibenzotriazol (HBOt), 2-{(1 H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetrametiluronio hexafluocrofosfate (HBTU) vy dimetil-N,N-

diisopropiletilendiamina (DIPEA), en una proporcidn
estequiométrica 1:1:2. La mezcla de reaccidén se agitd durante
45-60 minutos en cada acoplamiento. Al final de cada

acoplamiento, se acetild con anhidrido acético en presencia de
DIPEA durante 30 minutos para facilitar la purificacién del
producto final. Al terminar de acoplar el Gltimo aminoédcido, el
péptido se lavd 10 veces con dimetilformamida (DMF) y después
tres veces con diclorometano (DCM}) y tres veces con metanol
absoluto; la humedad se elimindé aplicando vacio, utilizando un
rotaevaporador marca Savanth. La resina seca se solvatd con
reactivo K {(acido trifluorocacético, TFA 85%; tiofenol 5%, agua
5%, anisol 5% y etanoditiol 1%), se agregd ademds una proporcidn
1/100 de ditiotreitol. La proporcidn resina/reactivo K fue de 15
mg de resina/ml de reactivo K. La mezcla de reaccidén se dejod
agitando a temperatura ambiente dentro de una campana de
extraccidén, durante 90 minutos.

El péptido se separdé de la resina por filtracién,
recibiéndose en éter isopropilico frio para precipitar el
producte peptidico crudo. El filtrado se dejdé reposar 60 minutos
y después se lavd tres veces con éter isopopropilico frio
centrifugando a 3000 rpm, durante 10 minutos y decantando el
sobrenadante. Entre cada lavado, el precipitado se dejé reposar
cinco minutos. Finalmente, el péptido se disclvid répidamente en
un volumen minimo de &cido acético al 20%, y se liofilizé. EL
péptido crudo y liofilizado se purificé por CLAP-FR utilizando
una columna C-4 semipreparativa y un gradiente lineal: 0-
60%B,donde A es TFA 0.12% en agua tetradestilada y B es
acetonitrilo 0.1% en agua tetradestilada.

d.2 ErgTx con el extremc carboxilo libre (ErgTx-COOH) .

Se utilizdé la resina PEG-PAL marca Peninsula Laboratories,
Inc., <con una densidad de 0.15 mequ./g. Los aminacidos
utilizados fueron los mismos que para la sintesis de ErgTx-NH,.

El primer acoplamiento se llevd a cabo con el aminoacido
activado en forma de anhidrido simétrico, de acuerdo al
siguiente protocolo: en un matraz de fondo redondo se disolvié 1
mmol de Fmoc-L-Pro-0OH, en un volumen minimo de DCM. A 1la



disolucién se agregaron (.475 mmol de diciclohexilcarbodiimida
(DCC), previamente disueltos en 1 ml de DCM. La mezcla se agitd
a temperatura ambiente, durante 10 minutos (tiempo suficiente
para la formacién de un precipitado blanco: diciclohexilurea) .El
precipitado se lavdé tres veces con DCM y se elimind por
filtracién. El sobrenadante se concentrd por evaporacidédn al
vacio hasta obtener un sdlido blanco {el anhidrido simétrico),
libre de DCM. Finalmente, el anhidrido simétrico se mezcld con
200 mg de resina y 0.1 milieguivalentes de 4 -
dimetilaminopiridina. Los tres reactivos se disolvieron con tres
ml de DCM; la reaccidn se dejd agitando a temperatura ambiente
durante una hora.

Los aminocdcidos subsiguientes se activaron en forma de éster
en presencia de la mezcla de 1los activadores N-
hidroxibenzotriazol HBOt, HBTU y DIPEA, en una proporcidn
estequiométrica 1:1:2. La mezcla de reaccidén se agitd a
temperatura ambiente durante 30 minutos en cada acoplamiento.
Para la sintesis de ErgTxCOOH, decidimos no acetilar al final de
cada reaccidédn y asi disminuir la posibilidad de reacciones
secundarias. Al terminar de acoplar el Ultimo aminodcide, el
protocolo de ruptura del péptido de la resina y su purificacién
fue el mismo que describimos para ErgTxNH;.

e) Plegamiento de ErgTxNH, y ErgTxCOOH.

Las condiciones de plegamiento in-vitro ensayadas para
ErgTxNH; y ErgTxCOOH se muestran en la tabla I y se describen en
la seccidén de resultados. Los reactivos utilizados fueron grado
analitico. El monitoreo de la reaccidén y la separacidén de la
mezcla de reaccidn, al final de cada ensayo, se hicieron por
CLAP-FR con una columna C-18 analitica y semipreparativa
respectivamente. Las condiciones ensayadas fueron las
siguientes:



Tabla TI.

Condiciones ionicas |PH |Temperatura |Dilucién Rendimiento |Actividad
1.Glutatién 7.8 |25°C 1 mg de toxina [< 1.0% Negativa
reducido/oxidado en 10 ml

(5mM/0.5mM) , fosfato
de sodio 20 mM,
clorure de sodio

0.1 M
1.Glutatioén 8.0 |25°C 1l mg de toxina |[< 1.0% Negativa
reducido/oxidado en 10 ml

(SmM/0.5mM), fosfato
de sodie 20 mM,
cloruro de sodic

0.1 M
2.Glutatién 7.8 [4°C 1 mg de toxina [< 0.1% Negativa
reducido/oxidado en 10 ml

(5mM/0.5mM), fosfato
de sodioc 20 mM,
clorureo de sodio

0.1 M

3.Dimetilsulféxido 6.0 |25°C 1 mg de toxina [<1.0% Negativa
20% en 10 ml

4.Glutatién 7.8 |25°C 1 mg de toxina [<1.0% Muy poca
reducido/oxidado en 200 ml actividad

(5mM/0.5mM)}, cloruro
de guanidinio 1M,
EDTA 1 mM

Viil.- ANTECEDENTES:
1.1 .- Estrategias para el Descubrimiento y Disefic de Farmacos.

La naturaleza es capaz de generar moléculas organicas
pequerias con estructuras complejas y propiedades farmacolégicas
diversas. Una consecuencia es que los farmacos mas eficientes
disponibles para el ser humano, son de origen natural (Petsko
1996) . Se han aislado péptidos y compuestos heterociclicos con
actividad insecticida, antimicrobiana, antiviral,
antiprotozoaria, antineoplasica, proneopléasica, antiinflamatoria
e inmunosupresiva (Humphrey and Chamberlain, 1997).

A inicios del siglo XIX, se gestd un gran interés por estas
moléculas, llamadas posteriormente “productos naturales” o
metabolitos secundarios. Este movimiento dio origen a la quimica
organica (denominada asi por su énfasis en la quimica de 1los
seres vives). Desde entonces y hasta la fecha, el estudio de 1la
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naturaleza quimica y estructural de los productos naturales, ha
sido crucial en el descubrimiento de nuevos farmacos, alterando
profundamente el curso de la historia de 1a humanidad (Petsko
12986).

Por definicidédn, el descubrimiento de un nuevo fdrmaco
comienza siempre por 1la identificacién de una molécula con
actividad bioldégica (molécula lider). Estudios de la estructura
¥y la funcién de 1la molécula lider permiten mejorar sus
propiedades farmacoldgicas (i.e. estabilidad, especificidad,
afinidad, farmacocinética y biocequivalencia), hasta obtener un
compuesto que pueda comercializarse como medicamento (Blundell
1996). Para la busqueda de una molécula lider, se siguen tres
estrategias: el anadlisis de 1) extractos de plantas vy
microorganismos, 2) venenc de animales ponzofosos ; y 3)
librerias combinatorias generadas in-vitro, de péptidos o
compuestos organicos (Petsko 1996).

Se puede atribuir a la naturaleza el crédito por haber
inventado la quimica combinatoria. Sin embargo, es el hombre
quien la ha puesto en practica (Verdine 1996). El principio de
la quimica combinateria es la generacidén simultdnea de una gran
cantidad de compuestos por combinacidédn aleatoria de los
reactivos. Esta estrategia se basa en la premisa de que mientras
mas grande sea' el numerc de compuestos generados, mayor es la
probabilidad de encontrar una molécula con actividad bioldgica
(Hogan Jr., 1996; Nakanishi and Kahn 1998)}.

El descubrimiento de nuevos farmacos de origen natural, ha
sido por excelencia una tarea ardua y lenta. Esto se debe a que
la mayoria de los productos naturales se pueden aislar sélo en
pequefias cantidades y a gque poseen estructuras complejas,
dificiles de sintetizar y caracterizar. Tratando de resolver
este problema, los guimicos implementaron la construccidén de
librerias combinatorias in-vitro, a partir de protocolos de
sintesis quimica sencillos. Esta estrategia permite generar
colecciones muy grandes de moléculas. Sin embargo, ain a pesar
de sus bondades metodolégicas, la construccidén de librerias
combinatorias , no ha logrado igualar la diversidad quimica y
funcional ofrecida por la naturaleza (Petsko 1996).

Antes de iniciar la Dbusqueda o el disefic de un nuevo
farmaco, es necesario identificar un receptor potencialmente
involucrado en alguin desorden fisiolédégico (receptor
farmacoldgico} y caracterizarlo bioquimicamente. El1 siguiente
paso es realizar la buUsqueda de un ligando especifico para este
receptor, mediante ensayos de union. La estructura
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tridimensional del receptor, facilita el descubrimiento o disefio
de un ligando con potencial terapéutico (Hogan Jr., 1996).

Hasta finales de la década de los sesenta, los compuestos
con posible actividad farmacolégica, eran ensayades en sistemas
de cultivo celular y modelos animales in-vivo. Estos métodos
eran lentos y la busgueda no estaba dirigida contra un receptor
determinado. Sin embargo, los compuestos seleccionados
presentaban propiedades farmacocinéticas y de biodisponibilidad
adecuadas (Veber 1997).

Con el nacimiento de la bioclogia molecular, la busqueda de
nuevos farmacos ha cambiado radicalmente de estrategia. Los
proyectos de secuenciacién gendmica, han permitido identificar
biomoléculas novedosas como posibles receptores farmacoldégicos
(Veber et al., 1997). A partir de esta informacién, se ha
determinado la estructura tridimensional de mas de 4000
macromoléculas, muchas de las cuales han sido identificadas como
blanco para el disefio de nuevos farmacos (Blundell 1996).

Estudios estructurales de la interaccién ligando-receptor
han permitide afinar las cualidades terapéuticas de algunos
ligandos (Blundell 1996; Hubbard 1997; Nisbet and Moore 1997y .
Durante la udltima década, el disefio de farmacos a partir de
informacidén estructural cobré varios frutos y se consolidé como
la estrategia preferida para el descubrimiento de nuevos
farmacos. Un ejemplo relevante es el desarrollo de varios
inhibidores de la proteasa del virus de inmunodeficiencia humana
VIH (Revisado por Veber et al., 1997; Wilken and Kent 1998;
DeGrade and Summa 1999).

1.2.- Caracteristicas de los Compuestos Biocactivos.

Las interacciones entre un ligando y su receptor, son en su
mayoria de caracter hidrofébico. Debido a esto, los compuestos
que se unen como ligandos o inhibideres a receptores o enzimas,
tienden a ser hidrofdébicos (Baxter 1997). En ambientes acuosocs,
las moleculas conformacionalmente flexibles tienden a adquirir
conformaciones que reducen la hidrofobicidad de su superficie
externa. A este fendmeno se le llama “colapso hidrofébico”.
Como consecuencia, las moléculas con potencial terapéutico deben
poseer una conformacién restringida y asi evitar este fendmeno.
Por definicidén, cualquier molécula cuya estructura presenta
restricciones conformacionales y ademds tiene regiones

12




hidrofébicas en su superficie se dice que tiene una “estructura
privilegiada”. Esta premisa ha sido tomada con éxito como punto
de partida para el desarrollo de nuevos farmacos, por varios

laboratorios tanto en la academia como en la industria (Baxter
1997) .

De hecho, la mayoria de los farmacos, y en especial los que
se administran por via oral, poseen un perfil de atributos
fisico-quimicos en su superficie muy semejante y, a grandes
rasges, no son muy diversos guimicamente. Estoc no deberia de
sorprender, pues 1incluso los receptores moleculares de un
farmaco (proteinas) no difieren mucho quimicamente entre si, a
pesar de su promiscuidad funcional. Muy posiblemente, la
necesidad de poseer estabilidad metabdélica y un perfil
farmacocinético adecuado, restringen las posibilidades
estructurales de una molécula bicactiva (Leeson and Rees 1999).

1.3 Biosintesis de Compuestos Organicos.

Los seres vivos han desarrollado la capacidad de producir
metabolitos secundarios en respuesta a necesidades especificas vy
a las contingencias ambientales. El proceso mediante el cual un
producto natural es desarrollado, comprende la recombinacién al
azar y la mutacién del material genético existente en un
organismo. Esto se traduce en la formacidén de nuevas enzimas
capaces de catalizar la sintesis de compuestos organicos
novedosos. Cuando uno de estos compuestos organicos es de
utilidad para el organismo, 1los genes encargados de su
biosintesis, son retenidos y mejorados mediante modificaciones

genéticas posteriores (Verdine 1996). Los productos naturales
son sintetizados cada uno por un complejo multienzimatico, a
partir de una molécula simple (i.e. acetato). Durante este

proceso, cada enzima participa de manera distinta en el
ensamblaje de una molécula compleja (Nisbet and Moore 1997;
Verdine 1996).

1.4.- Toxinas de Origen Animal.

Las toxinas de origen animal, son proteinas aisladas de
animales venenosos, gue se unen a receptores especificos (i.e.
enzimas o canales idnicos), y alteran la homeostasia de procesos
bioclégicos (Trémeau et al., 1995); actuan modulando el potencial
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de membrana e interrumpiendo cascadas enzimaticas (Kharrat et
al., 1997; Froy and Gurevitz 1998; Ménez et al., 1992). Por lo
general, son péptidos estructurados compactos (miniproteinas),
estabilizados por 3 o 4 puentes disulfuro y casi siempre
dificiles de digerir. Las anémonas de mar, los hongos, las
arafias, los alacranes, las serpientes vy demas animales
ponzohosos representan una fuente de moléculas (principalmente
péptidos) bicactivas, altamente afines y especificas; con
potencial terapéutico y biotecnoldgico (Froy and Gurevitz 1998;
Vita 1998). Algunos de estos compuestos ya se han comercializado
como medicamentos y otros han servido como molécula lider en el
desarrollo de nuevos farmacos (McIntosh et al., 1999; Trémeau et
al., 1995; Vita et al., 1998; Vita et al., 1999).

El estudio del veneno de animales ponzofiosos comenzdé a
principios de este sigle con la identificacién de sus
componentes téxicos y el aislamiento de los primeros péptidos
biocactives. Aungque el objetivo inicial era desarrollar medios
especificos y eficaces para proteger al hombre contra el piquete
y la mordedura de estos organismos; éstas moléculas resultaron
ser valiosas herramientas para el estudio de fendmenos
fisiolégicos (Ménez 1992; Possani 1984).

Las toxinas son uUnicas en cuanto a los motivos estructurales
que adoptan y las modificaciones post-traduccionales que portan.
Son miniproteinas globulares ricas en cisteinas y de estructura
primaria variable (Dauplais et al., 1997). Muchas de estas
moléculas tienen wuno o mas aminoadcidos no ribosomales
{aminoacidos distintos a los 20 para los que codifica 1la
naturaleza) y pueden ¢ no tener el carboxilec terminal amidado

(Humphrey and Chamberlain 1997). Se ha descrito un péptido
glicosilado ( Hassani et al., 1999) y uno con un Bromo unido
covalentemente (Rigby et al., 1999). Las modificaciones post-
traduccionales ( ausencia de extremos polares por ciclizacién

del péptido o amidacién del extremo carboxilo terminal, enlaces
peptidicos en posicidén cis y presencia de aminodcidos no
ribosomales ) confieren estabilidad proteolitica y reducen los
efectos entrdpicos desfavorables en las interacciones ligando
receptor (Humphrey and Chamberlain 1997},

Esta diversidad farmacolégica se dio por duplicacién vy
subsecuente evolucidén divergente de una “molécula madre”.
Andlisis genéticos en el alacrdn israelita Leiurus
gquinguestriatus (Froy et al., 1999) y en varias especies de
moluscos marinos del género Conus (Duda Jr and Palumbi 1999),
presuponen la existencia de un ancestro comin especifico que dio
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origen a la coleccién de péptidos que componen el veneno de
estos organismos.

1.5.- Inhibidores Peptidicos de Canales de K'.

La bisqueda de inhibidores peptidicos de canales de X, es
actualmente un &rea muy activa (Garcia et al., 1999).De las
secreciones de animales ponzofiosos, tales como serpientes,
insectos, arafas, y alacranes se han aislado herramientas
moleculares muy valiosas para el estudio biogquimico de canales
de K' (Gendeh et al., 1997). Recientemente, los organismos
ponzofioses de origen marino han llamado la atencidén por la
compleja farmacologia de sus venenos. En 1996 Terlau vy
colaboradores, identificaron en el veneno del molusco Conus
purpurascens, la primer toxina peptidica inhibidora de canales
de K', procedente de un organismeo marino. Recientemente, las
anémonas de mar han atraido la atencién por ser el primer animal
marino del cual se han aislado toxinas que bloquean canales de K*
{Revisado por Gendeh et al., 1997). Estas toxinas varian en el
tipo de canal que bloquean. Algunas se unen a canales de K
dependientes del voltaje: las dendrotoxinas aisladas del veneno
de la serpiente Mamba (revisado por Harvey and Anderson 1991},
el péptido degranulador de mastocitos (MCD) , aislado del veneno
de la abeja Apis mellifera {Bidard et al., 1987 citado por
Harvey and Anderson, 1991 )} vy toxinas de alacrdn como la
noxiustoxina, aislada del veneno del alacrdn Centruroides noxius
{Carbone, et al., 1982; Possani et al., 1982). Otras bloquean
canales de K' activados por Ca®', tales como la apamina, aislada
de la abeja europea (Hughes, et al., 1982 citado por Harvey and
Anderson, 19891) y la caribdotoxina, aislada del veneno del
alacran Israelita Leiurus qguinguestriatus (Miller et al.,
1985b) .

1.6.- Toxinas Aisladas de Alacran.

Los alacranes son un grupo de animales antiguo y con una
distribucidén muy amplia sobre la faz de la tierra. Su historia
comprende méas de 400 millones de arfios, durante los cuales han
sufridec cambios minimos en su morfologia (Possani et al., 1999 ;
Froy et al., 1999). No obstante, han desarrolliado una maquinaria
farmacoldgica eficiente (veneno), acompafiada de una estrategia
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de picadura, gue le permite envenenar a su presa o enemigo (Froy
et al., 1999). Pertenecen a la clase Arachnida y al orden
Scorpionidae. Existen aproximadamente 1500 especies, agrupadas
en 6 familias. Los alacranes peligrosos para el hombre
pertenecen a la familia Buthidae (Possani 1984; Possani et al.,
1999b) .

Desde su aparicidn en la tierra, el veneno de los alacranes
ha estado expuesto a presién evolutiva. Debido a esto, cada
alacran ha acumulado diferentes genes que codifican para una
gran diversidad de toxinas (Bougis et al., 1989). De hecho, el
veneno de cada alacrdn, es una mezcla de mads de una familia de
toxinas homdlogas con diferencias en su toxicidad y sus
propiedades de unidén a su receptor blanco (Li et al., 1998).
Estas diferencias estan supeditadas a variaciones en 1la
secuencia de aminodcides y muy posiblemente al patrén de
cisteinas entre cada toxina.

Las toxinas de alacradn aisladas hasta el momento, son
péptidos basicos, que conservan un mismo patrén de puentes
disulfuro y un arreglo conformacional muy similar. Son moléculas
con una longitud de 29-70 aminodcidos, 6-8 cistinas y una
estructura compuesta por 3 hojas beta y una hélice alfa
(Bontems, F. et al., 1981; Revisado por Possani et al., 1999%a ;
Vita 1998).

Es muy probable que el incremento en la toxicidad dentro de
cada familia de péptidos, este asociado a la adquisicién de una
carga neta positiva en la superficie de la molécula. De hecho,
este es un requisito fisico necesario, para la interaccién
toxina-receptor (Li et al., 1998). Esta hipdtesis fue propuesta
y demostrada por Li y colaboradores (1998), cuando aislaron tres
toxinas altamente homélogas del veneno del alacridn Buthus
martensii-Karsch. Una de estas toxinas, BmK M8 con punto
isoeléctrico (pI) de 5.30 y sin actividad; otra, BmK M4 con un
pl de 7.53 y actividad minima; y una tercer toxina, BmK M1 con
un plI 9.01 y capédz de bloquear corrientes ionicas.

En una segunda aproximacién al problema, Li y colaboradores
(1998), determinaron la secuencia nucleotidica y clonaron 1los
genes correspondientes a estas tres toxinas. Con este trabajo
demostraron que estos péptidos son el producto de genes
diferentes. Este grupo de investigadores propuso que 1la
existencia de toxinas inactivas y relativamente acidicas, es un
vestigio de las primeras etapas en la evolucién del veneno.
Dicho de otra forma, durante el proceso de evolucién del veneno,
fueron apareciendo multiples isoformas de una molécula, hasta el
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-punto en que surgid la isoforma con el pI y la toxicidad maxima
(Li et al., 1998).

El veneno de alacrédn se obtiene para su estudio, por
estimulacién eléctrica o maceracién del telson. En el, las
toxinas de naturaleza peptidica representan la familia de
componentes maAs importante (Possani et al., 1984). En general
son ligandos especificos de canales ionicos de Na*, K', Ca® y Cl1°
presentes en la membrana de células excitables y no excitables
(Possani et al1.,1999b; Froy et al., 1998).

Las toxinas especificas para canales de Na® fueron las
primeras en describirse, debido a su importancia médica
(Caterall 1977; Caterall 1980; Miranda 1970). Estas toxinas
actian interrumpiendo el mecanismo de compuerta de los canales
de Na'* y alterando la permeabilidad de la membrana (Caterall

1995). Se han descrito cuatro tipos de toxinas contra canales de
Na*: las denominadas 1) alfa {depresoras) y 2) beta
(excitatorias), que actuan especificamente contra tejido de

mamiferos; 3) las que son especificas para crustédceos; y 4) las
que actuan preferencialmente contra insectos (Revisado por
Possani et al., 199%a).

La toxina denominada clorotoxina ha sido el Unico péptido de
origen natural especifico para un canal de Cl . Esta toxina fue
aislada del veneno del alacrdn Leiurus quinguestriatus (Debin et
al., 1993).

Hasta hace 20 afios, no existia un solo inhibidor peptidico
de canales de K'. Hoy en dia, las toxinas que bloguean canales de
K*, son las mas estudiadas y la mayoria se han aislado del veneno
de distintos alacranes venenosos {Miller 1995a).

En 1982, Possanli y colaboradores, aislaron del veneno del
alacran mexicano Centurcides noxius, el primer inhibidor
peptidico de canales de K', y lo bautizaron con el nombre de
noxiustoxina. Tres afios después, el grupo de Miller (1985b)
aisld del veneno del alacran israelita Leiurus gquinguestriatus,
el péptido caribdotoxina, también capaz de inhibir corrientes
iénicas de K'. Pronto se aislaron una gran cantidad de péptidos
contra canales de K', de tal forma que actualmente se cuenta con
la secuencia de aminocdcidos completa de aproximadamente 49
péptidos (Revisado por Possani et al., 1999%b). Actualmente se
cuenta con una clasificacidén sistematica de estas toxinas, a las
que se decididé llamar toxinas alfa-K por convencidén (Miller
1995a; Selisko et al., 1998; Tytgat et ali., 1999).
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La toxina caribdotoxina, es el péptido mas estudiado hasta
el momento (Possani 1999b). Ha sido utilizada como herramienta
molecular para determinar la topologia y las dimensiones de la
regién formadora del poro, en los canales de K'(Goldstein et
al., 1994; Hidalgo and MacKinnon 1995; MacKinnon 1991; MacKinnon
and Miller 1988).

1.7 Mecanismo de Accidn del Veneno de Alacran.

Todos los venenos estudiados hasta el momento, actidan
alterando la actividad neuronal, propiciande disparos nerviosos
repetitivos y una depolarizacién prolongada (Miller 1985a).

Segun los datos farmacoldgicos con los que se cuenta hasta
el momento, las toxinas que inhiben canales de Na', actuan
uniéndose preferencialmente al estado abierto del canal
(Catterall 1977; Catterall 1980; Miranda 1970). Esto quiere
decir que las toxinas contra canales de Na*, necesitan que la
célula esté depolarizada, antes de unirse a su receptor. Las
toxinas alfa-K, por su parte, se unen indistintamente al estado
cerrado y abierto de los canales de K' (MacKinnon and Millerx
1988; Revisado por Miller 1995a). En palabras de Miller (1995a),
las toxinas alfa-K actian como iniciadoras del envenamiento,
pues al inhibir la corriente de iones K%, depolarizan la
membrana. Bajo estas condiciones, los canales de Na' se abren,
permitiendo la unién de la mayoria de las toxinas presentes en
el veneno, las toxinas inhibidoras de canales de Na*' (Miller
1995a) .

2.1 Sintesis Quimica de Polipéptidos.

Las proteinas son el producto funcional de los genes vy
participan como componentes activos de todos los fendmenos
bioldégicos. Debido a esto, entender la estructura y la funciédn
de estas moléculas, es un objetivo muy importante para 1la
investigacién biomédica actual (Wilken and Kent 1998). En 1838,
el quimicco Aleman Gerardus Mulder, le didé el nombre de proteina
al componente quimico principal de la materia celular (Axley
1998). La funcién de una proteina puede ser estructural o
dinadmica. Las funciones dinadmicas de una proteina son
transporte, control metabdlico, contraccidén y catalisis. Las
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proteinas cuya funcién es estructural, confieren estructura vy
forma; son componentes de membrana y en organismos superiores,
forman la matriz de los huesos y del tejido conectivo (Schultz
and Liebman 1997).

Las enzimas y deméds proteinas biocactivas, se obtienen de la
naturaleza en concentraciones muy bajas; esto ha dificultado el
descubrimiento y la purificacién de proteinas novedosas (Misawa

and Kumagai 1999). Sin embargo, los proyectos de secuenciaciédn
genémica, han permitido conocer 1la estructura primaria de méas
de 100,000 proteinas, sin tener que purificarlas . A partir de

esta informacién, la sintesis quimica y/o la expresidn de estas
moléculas han permitido obtener cantidad suficiente de nuevas
proteinas para estudiar su estructura y funcién (Tatusov et al.,
1997; Veber 1997).

Durante mucho tiempo, la sintesis guimica de moléculas
proteicas, ha sido objeto de interés para los cientificos
interesados en estudiar las bases moleculares de la funciédn
proteica (Revisado por Wilken and Kent 1998). La introduccidn de
grupos quimicos artificiales a la estructura covalente de una
proteina, permite resolver preguntas inherentes a la funcién de
estas y a la actividad enzimatica (Gibney et al., 1997; Hackeng
et al., 1999). Esto se ha logrado mediante dos estrategias: la
sintesis quimica de proteinas por el método de la fase soélida
(SPFS) (Merrifield 1963) y la traduccidén in-vitro con tRNA
modificados {(Noren et al., 1989).

Por cuestiones practicas, la SPFS ha sido la estrategia mas
utilizada (Fitzgerald and Kent 1998). Hasta hace poco, la
metodologia de la SPFS permitia obtener péptidos de 60
aminocadcidos como longitud maxima. Recientemente Dawson vy
colaboradores (1994), desarrollaron una estrategia de sintesis
gquimica denominada 1ligacidén quimica nativa (native chemical
ligation), la cual permite obtener polipéptidos hasta de 200
aminodcidos. Hoy en dia, se sintetizan de manera rutinaria,
péptidos con un tamafio entre 3,000 y 10,000 Daltons{Hruby and
Meyer 1998).

La sintesis quimica de péptidos comenzé en la década de los
treinta con el trabajo de Emil Fischer, guien pretendia
sintetizar guimicamente moléculas gue tuvieran propiedades de
“albumosas” (proteinas) (Kent 1988). Los primeros logros en la
historia de 1la sintesis gquimica de proteinas, fueron la
obtencidén de las enzimas ribonucleasa (Gutte and Merrifield
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1971) e insulina (Seber et al., 1974). La era moderna en la
sintesis quimica de péptidos y proteinas comenzé en la década de
los cincuenta, cuando el descubrimiento de péptidos bicactivos
de origen natural estimulé el desarrollo de nuevos métodos
sintéticos (Kent 1988).

La sintesis quimica de ©péptidos tiene aplicaciones
importantes en el estudio de péptidos biocactivos, ya que permite
realizar estudios de caracterizacién quimica/estructural vy
desarrollar péptidos con potencial terapéutico modificando
sistematicamente su estructura (Kent 1988; Hruby and Meyer
1998). La sintesis quimica por el método de la fase sdélida fué
implementada por Merrifield (1963), en un esfuerzo por resolver
las dificultades metodolégicas que habia en aquella época para
sintetizar guimicamente péptidos en solucién. Merrifield decidid
acoplar el aminocacido correspondiente al extremo carboxilo-
terminal del péptido en cuestién a un polimeroc insoluble y hacer
crecer la cadena de aminodcidos en direccidén del extremo amino-
terminal.

La SPFS ofrece claras ventajas en comparacién con el método
clasico de sintesis en solucidén, ya que permite automatizar el
proceso (Clark-Lewis et al., 1986); elimina los problemas de
solubilidad y minimiza las reacciones colaterales (Sakakibara
1999). El esquema general de SPFS se describe a continuacién. Lo
que abajo se escribe, es un resumen de la informacidén mas
importante que se ha reportado hasta el momento. (ver las
revisiones, donde se describe la metodologia de la SPFS: Stewart
and Young 1984; Kent 1988; Arherton and Sheppard 198B9; Fields
and Noble 1990; Gibney et al., 1997; Wilken and Kent 1998;
Barlos and Gatos 1999).

El soporte insoluble mas utilizade es un polimero
sintético, poliestireno entrecruzado al 1% (copolimero de
estireno con divinilbenceno al 1%) con grupos reactivos (X)
funcionalizados por clorometilacidén de los grupos bencilo. (o
bencilamida si se desea un péptido amidado) del polimero. E1
aminoacido correspondiente al extremo carboxilo-terminal del
péptido a sintetizar se acopla {(previamente activado en forma de
éster o de anhidrido simétrico ) a los grupos reactivos del
soporte insoluble. A partir de este primer aminodcido se hace
crecer la cadena polipeptidica, adicionando un aminocdcido tras
otro de manera secuencial. Como la cadena polipeptidica
permanece anclada al soporte insoluble a lo largo de toda la
reaccidén, los productos de reaccidén indeseables y los solventes

20



son eliminados por filtracidén entre cada paso de la sintesis.
Finalmente, el producto deseado es liberado del soporte sélido,
purificado y caracterizado quimicamente.

Para dirigir la reaccidén, los aminodcidos utilizados en SPFS
son convertidos a un derivado en el que el grupo funcional amino
€s protegido por un grupo selectivamente 1l4bil (L). Este grupo
es removido cada que se acopla un nuevo aminodcido, mediante una
reaccién de desproteccién. Ademds, si el aminocacido tiene un
grupo funcional reactivo en la cadena lateral, éste se protege
también con un grupo selectivamente labil (S), diferente a L.
Los grupos protectores L y S deberdn ser labiles en condiciones
distintas. Esto quiere decir que si L es 14bil en condiciones
basicas, los grupos S utilizados en cada aminodcido deberan ser
labiles en condiciones &cidas. El grupo protector L es removido
entre el acoplamiento de un aminocdcido y otro. Mientras que el
grupo protector S es estable a lo largo de toda la reaccién,
pero labil a las condiciones en que el péptido completo es
liberado del soporte insoluble, cuando ya no es necesario
proteger las cadenas laterales de los amincdcidos altamente
reactivos.

Para lograr un buen rendimiento de reaccién y obtener un
péptido homogéneo, es necesario gque las reacciones de
acoplamiento y desproteccidén sean casi del 100% en cada paso de
la sintesis y que tanto el grupo protector S de las cadenas
laterales como el enlace que une el soporte sdlido al péptido
sean estables a las condiciones de reaccidén a lo largo de toda
la sintesis.

En el esquema clasico propuesto por Merrifield (conocido
como SPES-tert-butiloxicarboxilo (Boc), el grupo protector L es
Boc, 14bil al A&cide trifluorocacético (TFA) al 25% en
diclorometano y el grupo protector S es un grupo
benciloxicarbonilo, 1l&bil al &acido fluorhidrico liquido. Esta
estrategia inicial ha sido ampliamente utilizada. Debido a que
los enlaces peptidicos y los grupos protectores no son del todo
estables bajo 1las condiciones de reaccién establecidas
inicialmente (aciddélisis), ha sido necesario buscar grupos
protectores mé&s estables y condiciones de reaccién donde sean
minimas las reacciones colaterales.

Hacia el final de la década de los setenta, se logréd
establecer una nueva estrategia de sintesis quimica de péptidos
basada en la premisa inicial de SPFS. En ésta nueva estrategia,
denominada SPFS-9-Fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc), el grupo
protector L es Fmoc y la reaccidén de desproteccién es en
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condiciones béasicas (utilizando piperidina al 20-50% en
dimetilformamida. Aungue SPFS-Fmoc es actualmente la estrategia
mas utilizada para la sintesis quimica de péptidos, se han
seguldo planteando modificaciones a la propuesta inicial. Asi,
tratando de mejorar rendimientos de la reaccién, homogeneidad
del producto final y disminuir las reacciones colaterales;
existen en el mercado distintos grupos protectores para cada
aminoacido asi como soportes sélidos con distintas propiedades

2.2 Plegamiento de Proteinas.

Las proteinas pueden considerarse gigantes semicristalinos,
que se agrupan en familias por similitud de su secuencia de
aminoacidos (Baldwin 1999). Actualmente se calcula que hay
aproximadamente 1000 familias de protelnas Yy un numeroc menor de
patrones de plegamiento (Brenner et al., 1997; Chothia 1892,

Tan sélo en el genoma humano existen aproximadamente 100,000
secuencias de proteina. Antes de poseer actividad biolégica,
estas moléculas deben plegarse y adquirir una estructura estable
(Dobson and Karplus 1999; Baldwin 1999). En las proteinas, 1la
actividad biolégica y la estabilidad conformacional dependen
principalmente de interacciones no covalentes: interacciones
hidrofdébicas, puentes de hidrégeno y puentes salinos. En
algunas proteinas existen puentes disulfuro gue también
participan en la estabilidad conformacional (Creighton et al.
1995;Tam et al, 1991) .La informacién requerida para gque una
proteina se pllegue estd distribuida a lo largo de la secuencia
de aminoacidos y se traduce como un complejo de interacciones
quimicas diversas, cada una con su propia contribucién
energética (DeGrado and Summa 1999). En general, los residuos
hidrofdbicos desempefian un papel energético , actuando como
fuerza motriz en la estructuracién del polipéptido (Kellis Jr.
et al., 1998; Bryson et al., 1995, citados por Degrado and Summa
1999} . Los aminodcidos polares por su parte, contribuyen a la
especificidad conformacional, generalmente a expensas de la
estabilidad termodindmica (Cordes 1996, citado por Degrado and
Summa 1999) .

En cuanto una molécula de mRNA ha sido traducida, el
producto (una proteina) adquiere su conformacién nativa. La cual
por lo general, es el estado de menor energia libre {(Gibney et
al., 1997). Dentro de una célula, el plegamiento de una proteina
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se da dentro de un ambiente con altas concentraciones idénicas
(i.e. Glutatidén, iones H', etc) y moleculares (i.e. ATP,

disulfuro isomerasa y chaperonas). Estos factores participan en
el control y localizacién del proceso, mas no proveen la
informacién conformacional para el plegamiento adecuado

{Creighton et al., 1995; Dobson and Karplus 1999). Algunas
proteinas pueden plegarse en ausencia de los factores celulares
mencionados arriba. Esto ha permitido estudiar in-vitro, el
mecanismo de plegamiento de algunos polipéptidos. Una reaccién
de plegamiento in-vitro, consiste en diluir una proteina
previamente desnaturalizada hasta obtener una concentracién en
la que el polipéptido es soluble y no se agrega (Editorial, Nat.
Struct. Biol., 1999).

En 1973, Afinsen demostrdé que los enlaces disulfuro de 1la
ribonucleasa A se forman espontdneamente en presencia de oxigeno
y concluyé que la informacién conformacional se encuentra en la
secuencia de aminoacidos de cada proteina. Dicho lo anterior,
una proteina navega a través de un complicado Tespacio
energético” y como consecuencia explora varias posibilidades de
conformacién fisica antes de adiquirir la estructura terciaria
deseada (Wolynes et al., 1995). Una consecuencia inmediata de la
afirmacién anterior es que el numero de conformaciones posibles
para cualquier polipéptido resulta astrondémicamente grande y el
tiempo necesario para concluir el plegamiento resulta infinito.
Levinthal sugiridé esta contradiccidén hace 30 afios, conocida
ahora como "la paradoja de Levinthal” (Dobson and Karplus 1998).

Ahora estd claro que la evolucidén encontrd la manera de
evadir “la paradoja de Levinthal : cada proteina sigue un
mecanismo especifico de plegamiento supeditado por su secuencia
de aminoacidos. Antes de plegarse, una proteina transita a
través de dos o mas estados intermediarios estructuralmente
definidos hasta completar su estructura nativa. La existencia de
intermediarios especificos disminuye el espacio de secuencia
ocupado por la proteina y evita la “paradoja de Levinthal"
{Dobson and Karplus 1999).

Un problema importante en el estudio del plegamiento de
proteinas ha sido la identificacidén de elementos criticos en la
estructura primaria de una proteina que codifican para el
plegamiento funcional (Schulma et al., 1996). Como regla
general, las proteinas gque se pliegan lentamente acumulan
agregados de transicidn; mientras gue las proteinas que se
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pliegan rapidamente no 1lo hacen {Silow et al., 1997). La
velocidad con que una proteina se pliega depende de 1la
acumulacién de agregados transitorios a lo largo de la reaccién
(Silow et al., 1997). Esto se debe a que cada agregado
transitorio representa un estado termodinamico separado de los
demés estados intermediarios por transiciones de fase de primer
orden {Peng and Kim 1994).

Las proteinas pequeras (< de 90 aminodcidos) suelen plegarse
rapidamente mediante un mecanismo de dos estados (two-state
process), sin intermediarios de por medio (Silow et al., 1997).
Las proteinas grandes por su parte, siguen un mecanismo
especifico de reaccidén pasando por dos o mas estados de
transicién. Se ha propuesto que antes de plegarse, una proteina
debe pasar por un minimo de dos estados termodinamicos: el
primero, llamado gldébulo derretido (molten globule) es compacto,
presenta un nuclec hidrofdbico y tiene estructura secundaria
semejante a la nativa. Su estructura es flexible y carece de
interacciones terciarias especificas. El segundo estado es la
proteina nativa, tiene una estructuracién estable e
interacciones terciarias especificas (estructura funcional) {
Matthews 1993; Ptitsyn 1995b). El1 gldébulo derretido es un
intermediario cinético universal en el plegamiento de proteinas.
Este intermediario es el primero en formarse en todas las
proteinas y representa un estado termodinamico en equilibrio con
los demas estados de transicidén (Ptitsyn 1995a).

2.3 Papel de los Puentes Disulfuro en el Plegamiento.

En la célula, existen enzimas encargadas de anadir grupos
funcionales o de formar enlaces covalentes intra e
intermoleculares en las proteinas recién expresadas. Estas
modificaciones se <conocen como modificaciones post~
traduccionales. La mds coman es la formacién de uno o mas
puente(s) disulfuro (Alberts et al., 1994). La presencia de
puentes disulfuro en una proteina le confiere caracteristicas
topoldgicas intrinsecas a la molécula. La estructura topoldgica
de una cadena polipeptidica estd dada por el patrén de
conexiones covalentes de la molécula (Bencham et al., 1993). La
formacién de puentes disulfuro entre dos cisteinas es un
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elemento estructural clave para proteinas y péptidos secretados.
Los puentes disulfuro son abundantes en hormonas, enzimas,
proteinas plasmaticas, inhibidores y toxinas. Los dominios
extracelulares de algunas proteinas transmembranales presentan
puentes disulfuro. Al menos para el caso de proteinas pequefias
(miniproteinas), la formacién adecuada de puentes disulfuro
determina la actividad biolégica (Gray 1993). Cuando estéan
presentes, los puentes disulfuro promueven el plegamiento de las
proteinas y estabilizan la estructura terciaria; esto lo hacen
restringiendo la flexibilidad conformacional y desestabilizando
& la proteina en su estado desplegado (Creighton et al., 1995).

Es necesario aclarar que los puentes disulfuro no
determinan la estructura de la proteina, simplemente estabilizan
la molécula. Esto explica porque, durante el plegamiento de un
polipéptido, la conformacién de los intermediarios gue aun no
han formado el patrén correcto de puentes disulfuro, es muy
semejante a la conformacién de la estructura nativa. Los efectos
estabilizadores no sélo son entrépicos, el efecto de un puente
disulfuro en particular depende de su papel en el estado nativo
de un polipéptido. (Creighton et al., 1995). Un polipéptido con
mas de dos cisteinas es capdz de tener varias conformaciones.Se
ha visto que el arreglo correcto de puentes disulfuro esta
supeditado a la informacién codificada por la estructura
primaria de un polipéptido (Tamaoki et al., 1998).

2.4 Miniproteinas.

Por duplicacién genética y subsecuente evolucidn
divergente, la naturaleza ha disefiado pequefias proteinas,
toxinas e inhibidores de proteasa disimiles en su secuencia de
aminoadcidos pero con topologia similar y que son capaces de
adoptar una estructura estable y biolégicamente activa (Tamaoki
et al., 1998; Froy et al., 1999). Cada una de estas moléculas
tiene una estructura particular definida y se une a un receptor
bioldégico con alta afinidad y especificidad. En todas estas
moléculas existe un motivo estructural comin que sirve como un
andamio capaz de acomodar una secuencia especifica en una
conformacidén determinada y presentarla adecuadamente al receptor
biologico (Vita et al., 1995). Estas moléculas son compactas y
estructuralmente estables. Presentan un arreglo conformacional
definido por alfa-hélices y/o hojas beta. Debido a esto, Heitz y
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colaboradores (1999), decidieron llamarlas miniproteinas. E1
namero de motivos estructurales distintos gue presentan es muy

pequerio. Existen dos explicaciones al respecto : 1) como son
moléculas pequefias, el numero de arreglos conformacionales
posible es minimo { Heitz et al., 1999 ; y 2)

independientemente de su tamafo, la preservacién a lo largo de
la evolucién de motivos estructurales especificos en proteinas
con diversas funciones y distinto origen taxonémico representa
una ventaja estructural (Froy and Gurevitz 1998).

A través de la evolucién se han conservade dos motivos
estructurales especificos en miniproteinas, cuya funcién
bioldgica y origen taxondmico son bastante disimiles (Tamaoki et
al., 1998, Froy et al., 1999; Vita et al., 1995). Gama-tioninas
en plantas, defensinas aisladas de insectos y toxinas aisladas
del veneno de alacrdn, abeja, arafia, serpiente y anémona de mar;
comparten las siguientes propiedades: 1) actian modificando el
potencial de membrana; 2) tienen un patrén de cisteinas comtn;
3) tienen un organizacién gendmica similar (Tamaoki et al.,
1998, Froy et al., 1999, Narasimham et al., 1994).

Estos polipéptidos difieren entre si en su peso meoclecular,
€n su estructura primaria y en menor grado en su estructura
terciaria (Tamaoki et al., 1998, Froy et al 1999). Sin embargo,
por comparacién de su estructura primaria se han observado sé&lo
dos tipos de orientacién en el patrédn de cisteinas (Froy 0. et
al., 1999, Narasimham L. et al., 1994) : 1) “hélice estabilizada
por cistinas”, en inglés cystine-stabilized helix (CSH) ({Tamaoki
et al., 1998); y 2) “nudo de cistinas” u “hoja Beta estabilizada
por cistinas”, en inglés “inhibitor cistine knot” {ICK}) o
“cystine~stabilized Beta-sheet” (Norton and Pallaghy 1998; Heitz
et al., 1999) (ver figura 1).
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—
MOTIVO ICK MOTIVO CsH

Figura 1. Motivos estructurales descritos hasta el momento para péptidos de origen natural.
Como se menciona en el texto, en la figura se observa que la diferencia entre los dos
motivos estructurales es el patrén de puentes disuifuro; y en menor grado, el arreglo
conformacional.

2.5 Hélice Estabilizada por Cistinas.

Las miniproteinas que adoptan este motivo estructural son:
Gama-tioninas en plantas, defensinas aisladas de insectos vy
toxinas aisladas del veneno de alacran, abeja, serpiente y
endotelinas de humano (Tamaoki et al., 1998; Froy et al., 1999;
Narasimham et al., 1994). El patrén de cisteinas en 1a
estructura primaria es el siguiente:

Cys-{X1) -Cys/Cys-{X3) -Cys

Donde el asa "“loop” que separa las cisteinas de en medio
varia entre una miniproteina y otra, X puede ser Cualquier
aminoacido y el subindice indica el nimero de residuos. Un
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segmento de alfa-hélice que atraviesa la porcién de secuencia
Cys-(X3)-Cys, estd conectada covalentemente por dos puentes
disulfuro a la porcién de secuencia Cys-(X1)-Cys que es parte de
una hoja-beta (ver figura 1l). Por lo general existe un tercer
o hasta un cuarto par de cisteinas, pero este puede ser
reeemplazade por interacciones hidrofébicas en la molécula (
Drakopoulou et al., 1998; Tamaoki et al., 1998). Froy vy
colaboradores (1998) han observado que cuando se compara la
secuencia nucleotidica de toxinas de origen distinto pero con
propiedades farmacolégicas similares, la similitud en los
intrones vy en la regidén codificante es mayor que cuando 1la
comparacidén es entre secuencias de toxinas con distintas
propiedades farmacolégicas.

2.6 Nude de Cistinas.

Son también miniproteinas globulares ricas en cisteinas \%
con un origen filogenético y actividad biolégica bastante
diverso, las cuales se han aislado de arana, plantas, hongos,
anémonas de mar vy moluscos del género Conus. Estas
miniproteinas actiian inhibiendo canales iénicos dependientes de
voltaje permeables a K' y Ca **, enzimas protecliticas (tripsina
y carboxipeptidasa) (Pallaghy et al., 1994; Tamaoki et al.,

1998). Esencialmente, el nudo de cistinas comprende un anillo
formado por dos puentes disulfuro, a través del cual pasa el
tercer puente disulfurc (ver figura 1). El motivo estructural

ICK comprende una triple hoja-beta antiparalela estabilizada
por tres puentes disulfuro. El patrén de cisteinas a lo largo de
la secuencia es el siguiente:

CX3-7CX3-6CXp-5CX1-4CX4-13C

A diferencia del motivo CSH, en el motivo ICK la similitud
va mas alla de una simple semejanza topolégica; pues la posicién
de las cisteinas estd supeditada al patrdén de puentes hidrdgeno
en cada miniproteina (Norton and Pallaghy 1998; Tamaoki et al.,
1998). La topologia del motivo ICK es Beta-Alfa-Beta-Beta, donde
el segmento Alfa sufre torsién por la presencia de helices-3;y.

2.7 Potencial Biotecnolégico de las Miniproteinas.

La estrategia tradicional para generar de-novo una proteina
con actividad bioldégica es modificar proteinas preexistentes por
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mutagénesis exhaustiva (Vita 1997). Es posible generar
inhibidores, antagonistas o agonistas de procesos biolégicos
claves y/o de interés terapéutico, mimetizando la superficie de
interaccién entre las proteinas participantes en el fenédmeno.
Estudios recientes de interacciones hormona-receptor indican
queé, a pesar del gran numero de residuos presentes en la
superficie de interaccién proteina-proteina, la energia de unién
esta dada por pocos grupos funcionales (Vita 1998). Una manera
muy atractiva de diseflar nuevas moléculas es utilizar un andamio
proteico, (miniproteina) como templado y conferirle actividad
de-novo afiadiendo fragmentos de reconocimiento (Heitz et al.,

1999). A partir de esta premisa, se han disefiade andamios
estructurales artificiales con una estructura estable
preestablecida y propiedades quimicas y funcionales similares a
las de las proteinas (peptidomiméticos) ( Dawson and Kent 1993;
Revisado por Degrado and Summa 1999; Nakanishi and Kahn 1998;
Zhang and Tam 1997). Sin embargo, las miniproteinas de origen
natural representan un candidato a-priori como andamio

estructural, debido a que son ricas en cisteinas y la energia
de estabilizacién estd dada primordialmente por los puentes
disulfuro. Esto permite variar la secuencia de aminoacidos a lo
largo de toda la molécula, sin desestabilizar la estructura
(Vita et al., 1995; Vita 1998; Zinn-Justin et al., 19%9¢).

2.8 Canales lonicos.

Los fisidlogos siempre han sabido que los iones desempefian
un papel importante en la excitabilidad de nervio y musculo
(Hille 1892). A principios de este siglo, Julius Bernstein
propuso atinadamente que las células excitables estan rodeadas
por una membrana permeable a iones potasio (K'), cuando se
encuentra en estado de reposo; y permeable a iones calcio (Ca?*)
y sodio (Na'), cuando se encuentra en estado de excitacién. Esta
propuesta, conocida como la “Hipdtesis de Membrana” explica que
el potencial de reposo de nervio y misculo es generado por la
tendencia que tienen los iones positivos a difundir hacia
fuera o dentro del citoplasma siguiendo un gradiente de
concentracidon (Hille 1992; Alberts et al., 1994).

Los canales idénicos son poros macromoleculares presentes en
todas las membranas celulares; se ignora el 4inicio de su
evolucién y el papel que pudieran haber tenido en las formas de
vida primigenias (Hille 1992). Desde el punto de vista
funcional, los canales idénicos insertados en membranas, son
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proteinas extremadamente eficientes (Heginbotham 1999). Los
canales idénicos tienen un minimo de tres estados
conformacionales: abierto, cerrado e inactivado. La apertura, el
clerre Yy la inactivacién de éstas moléculas obedece sefiales
especificas representadas por ligandos, cambios en el potencial
de membrana o presidén mecanica ejercida sobre la célula ¢
Changeux and Edelstein 1998; Heginbotham 1999; Hille 1992;
Tierney and Stowell 1998). Una vez abiertos, los canales idénicos
son capaces de transportar selectivamente un ion especifico a
una velocidad que alcanza el limite de la difusidén libre (107
iones/s™ ). La corriente generada por los iones que atraviesan
un canal es medible y tiene un efecto directo sobre el potencial
de membrana; esto ha permitido el estudioc de los canales iénicos
en tiempos reales y a nivel de una sola molécula ( Hille 1992;
Heginbotham 1999).

El estado de excitacién de wuna célula depende de su
potencial de membrana. Esto es, de la diferencia en el potencial
eléctrico dentro y fuera de la célula (Alberts 1994 et al.,
Hille 1992; Jan and Jan 1994). En una célula excitada, hay
salida excesiva de iones K' hacia afuera de la célula Yy una
entrada de iones Na' y Ca®' al citoplasma; la célula vuelve a su
estado de reposo cuando se reajustan las concentraciones iénicas
dentro y fuera de la célula (Alberts et al., 1994; Hille 1992).
Una ceélula se excita por activacién de canales de Na*, K Y
Ca** , dependientes de voltaje (CDV) (Catterall 1995) ; vy vuelve
a su estado de reposo por activacién de los canales de K'
rectificadores de la corriente entrante, CPRE ( o de corriente
andémala) (Nichols and Lopatin 1997) y de dos cotransportadores
acoplados a la hidrélisis de ATP: bombas Na*/K' ATPasa y Na‘/Ca®*
ATPasa (Alberts et al., 1294 . Los <canales iénicos
dependientes de voltaje (CDV) son los responsables de generar
sefiales eléctricas en membranas celulares de nervio y demés
células excitables. ( Catterall 1995; Hille 1992). Existen CDV
que conducen selectivamente iones Ca?', Na* o K'. Durante el
periodo de 1984-1988, se clonaron las primeras subunidades
correspondientes a CDV. Estos primeros trabajos demostraron
fundamentalmente que los CDV pertenencen a una misma
superfamilia de genes y que son multimeros con un patrén
estructural semejante (Revisado por Armstrong and Hille 1998).
Cada miembro de esta familia de canales estd construido a partir
de una estructura comin, con variaciones especificas
determinadas por 1la funcién especializada de cada canal
(Catterall 1995; Armstrong and Hille 1998). Las subunidades
primarias de los CDV selectivos a Ca 2* y Na ' tienen
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aproximadamente 200 aminodcidos y se componen de cuatro
subdominios hormélogos que atraviesan la membrana plasmatica seis
veces cada uno y se numeran del I al VI (ver figura 2). Los CDV
selectivos a K' son oligomeros con seis segmentos
transmembranales (algunos homo-oligomeros vy otros hetero-
oligomeros), donde cada subunidad es heméloga a los subdominios
presentes en los CDV de Ca®*, Cl1° y Na® (Revisado por Armstrong
and Hille 1998; Guy and Conti 1990) (ver figura 2). La
oligomerizacién de éstas macromoléculas es un evento de
ensamblaje particularmente complejo, pues la composicidn,
estequicmetria y posicién de cada subunidad es critica para el
funcionamiento adecuado de cada CDV en particular. Una vez
ensambladas, estas macromoléculas sufren ademds modificaciones
post-traduccionales: fosforilaciones y glicosilaciones
principalmente (Green and Millar 1995).

2.10 Canales de Potasio (K').

Los canales de K' representan la mayor cantidad de proteinas
transmembranales en células excitables y no excitables (Hille
1992). Se encuentran en todas las células, donde contribuyen a
la regulacién del potencial de membrana (Tudor 1996). Participan
en la regulacién de maltiples funciones celulares, incluyendo la
entrada y salida de sales en células renales y células guardia,
la liberacidén de insulina por células Beta-pancreaticas, la
excitabilidad eléctrica, la plasticidad sindptica de células
nerviosas y la ritmicidad de los latidos cardiacos (Revisado por
Jan and Jan 1994). De acuerdo a su estructura primaria, los
canales de K' se agrupan en dos superfamilias filogenéticamente
distantes: los canales de K ' dependientes de voltaje ( CPDV,
mencionados anteriormente} y los canales de K* de rectificacién
entrante (CPRE), o rectificacién andmala ( Revisado por Jan and
Jan 1994).

La actividad de los CPDV (proteinas de membrana con seis
segmentos transmembranales, como ya se menciond) depende
intrinsecamente del potencial de membrana (Hille 1992). Estos
canales se activan a potenciales de membrana por encima del
potencial de reposo (~60 mV) y favorecen el flujo de iones K*
hacia afuera de la célula (Catterall 1995; Jan and Jan 1994y .
Los CPRE por otro lado, tienen sélo dos segmentos
transmembranales en cada subunidad y son sensibles a cambios en
la concentracién celular de iones K'. La clonacién del primer
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CPRE {abreviados en la literatura como Ki, )} didé pauta al
descubrimiento de una superfamilia de canales "de K' con 1la
propiedad funcional de rectificar la corriente entrante: los Ki
clasicos, canales de K' sensibles al ATP y canales de K'
activados por receptores muscarinicos. La subsiguiente expresién
Yy el estudio funcional de estas moléculas permitié demostrar
gue la activacién no depende de cambios conformacionales. Sino
que mas bien, la rectificacién andémala es causada por el blogqueo
intracelular del canal por poliaminas o iones Mg®" . Este
bloqueo depende del voltaje (Nichols and Lopatin 1997). A través
de estos canales, la corriente eléctrica fluye hacia adentro de
la célula y es casi unidireccional. De esta forma, los CPRE
controlan el potencial de reposc sin que haya una pérdida masiva
de iones ( Hille 1992; Jan and Jan 1994; Nichols and Lopatin
1997) .

2.11 Canales de K'ERG.

En 1991, el grupo de Ganetzki cloné de Drosophila el gene
ether-a-go-go (eaqg) y demostrdé que la deficiencia de este gene
altera las corrientes de K en células excitables. En presencia
de éter, las moscas con este gene mutado sufren disparos
nerviosos esponté&neos y repetitivos en axones motores de uniones
neuromusculares; dando la impresién de que estuvieran bailando
a-go-go (Warmke et al., 1991).

El gene eag codifica para un polipéptido que comparte
similitud de secuencia con varios canales de K', tanto CPDV
como CPRE, esta similitud indica a-priori que eag codifica para
un canal de K' (Bruggemann et al., 1994). En 1994, Bruggemann vy
colaboradores expresaron el producto de eag y demostraron que
EAG es una macromolécula transmembranal sensible al voltaje y al
BAMP ciclico y que cataliza el flujo de iones K' a través de la
membrana plasmdtica. La clonacién de andlogos de eag en
Drosofila, humano y ratén (elk, herg y m-eag respectivamente),
asi como el alineamiento de sus secuencias nucleotidicas definié
la existencia de una familia multigénica relacionada a eag, en
Drosofila y mamiferos. Los miembros de esta familia conservan un
47% de identidad en las regiones transmembranales y contienen un
sitio de reconocimiento a nucledétidos ciclicos. El analisis
comparativo de las secuencias indica que esta nueva familia
multigénica estd relacionada a los canales de K' dependientes de
nucledétidos ciclicos en vertebrados y a canales de K'
rectificadores de la corriente entrante en plantas (Warmke and
Ganetzky 1994).
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El gene identificado en humanos se denominé herg “gene
humano homélogo al gene ether-a-go-go de Drosophila
melanogaster” (en inglés, Human ether-a-go-go related gene),
debido a que no es la contraparte en humanos de eag o elk, pues
tiene una secuencia nucleotidica equidistante en relacién a los
Otros tres miembros de la familia eag (47-49% de identidad en la
regién transmembranal); se pliensa que mas bien es una tercer
rama en la familia (Warmke and Ganetzky 1994). E1 gene herg
mapea en el cromosoma 7 (Itoh et al., 1998) y codifica para el
componente rapido de la rectificacién tardia (Iy,) involucrada en
la repolarizacién de células cardiacas (Sanguinetti et al.,1996;
Miller 1996).

2.12 El1 Papel del Canal HERG comc Receptor Farmacolégico.

Para la industria farmacéutica, ha sido dificil identificar
Y selecionar receptores biolégicos, que sirvan como blanco para
el desarrollo de nuevos farmacos. Un receptor farmacolégico debe
tener las siguientes caracteristicas: 1) tener una funcién
bioldgica conocida; 2) contar con un ensayo robusto de unién
ligando-receptor , que permita rastrear ligandos con facilidad;
y 3) ser accesible a moléculas organicas pequerias, durante un
ensayo in-vivo (Curran 1998).

Los canales idnicos presentan estas caracteristicas y pueden
ser considerados receptores farmacolégicos (Curran 1998).
Bloqueadores especificos de estas macromoléculas, han servido
como herramientas moleculares para estudiar la participacién de
canales de K', Ca * yv Cl°, en la fisiologia de linfocitos T.
Estos estudios han permitido la identifcacién y el disefio de
compuestos organicos, capaces de suprimir la funcién de
linfocitos T (anti-inflamatorios) (Cahalan and Chandy 1997). Las
células glioma (células cancerigenas, desarrolladas a partir de
células gliales en cerebro), expresan un canal de Cl~ especifico
en este tipo celular. La toxina de alacrédn Clorotoxina es capaz

de 1inhibir estos canales (Ulrich and Sontheimer 1996). Este
péptido, es actualmente utilizado como prueba de diagnéstico,
para detectar el desarrollo de gliomas cerebrales y muy

posiblemente serd wutilizado como molécula 1lider, para el
desarrollo de un nuevo anticancerigeno (Soroceanu et al.,
1998) .
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Bvidencias farmacolégicas indican que los canales de K'
participan en el ciclo de proliferacién celular: principalmente
de células cancerigenas (Pardo et al., 1999). En particular, los
canales de K' pertenecientes a la familia eag, participan en la
divisién de células cancerigenas (Pardo et al., 1999). El canal
de K" HERG, también es considerado receptor farmacolégico . Las
propiedades terapéuticas de los antiarritmicos clase IIT \%
algunos farmacos psicotrépicos ; asi como los efectos
cardiotéxicos de los antagonistas del receptor Hl, se deben al
blogqueo del canal de K' HERG por estas moléculas (Taglialatela
M. et al., 1998 citado por Bianchi et al., 1998). E1 gene herg,
codifica para el componente molecular, responsable de 1la
corriente de K' (Iugrg). Este canal iénico participa en 1la
excitabilidad cardiaca , regulando 1la repolarizacién del
potencial de accién (Ix,). Mutaciones puntuales del gene herg,
provocan un tipo de arritmia cardiaca congénita: el sindrome de
la onda QT larga {( LQT2) (Bianchi et al., 1998 ; Sanguinetti

et al., 1995 ; Wang et al., 1998). Células cancerigenas de
diferentes especies ( i.e. humano y murino) y de distinta
histogénesis (i.e. neuroblastoma, rabdomiosarcoma,

adenocarcinoma, microcitoma pulmonar, tumores pituitarios,
insulinoma de células Beta y leucemia monoblastica), expresan en
abundancia el canal de K" HERG (Bianchi et al., 1996). Células
normales, correspondientes a los histotipos mencionados arriba,

no expresan el canal HERG ; en su lugar, expresan CPRE, Las
células cancerigenas en general, presentan un potencial de
reposo mas depolarizado que el de células normales (-40 mv). Se

ha propuesto que esta caracteristica es una prerrogativa
esencial en las células destinadas a un crecimiento indefinido

(Binngeli et al., 1986 citado por Bianchi et al., 1998). El
potencial de membrana de células con un ciclo celular normal,
esta regulado por CPRE. La presencia del canal de K' HERG y la

ausencia de canales CRCE en células cancerigenas, demuestra que
HERG es el componente molecular responsable del potencial de
membrana en células cancerigenas, esencial para el crecimiento
anormal de estas células (Bianchi et al., 1996). Evidentemente,
el canal de K' HERG es un receptor farmacoldégico blanco para el
desarrollo de anticancerigenos y antiarritmicos.
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Figura 2., Canales idnicos.

Los
transmembranales. En la figura se muestra la topologia de cada uno de
estos canales.

canales iénicos pertenecen a una superfamilia de proteinas

IX.- RESULTADOS:

Los resultados reportados a continuacidén se dividieron para
su presentacidn en tres incisos:
a) aislamiento y caracterizacidén de ErgTx:; b) sintesis quimica
de ErgTx; c) plegamiento de ErgTx



Una parte importante de este trabajo fue publicada en 1la
revista FASEB Journal, vol. 13, pp. 953-962 (1999). Bajo el
titulo: ™ A toxin to nervous, cardiac and endocrine ERG K'
channels isolated from Centruroides noxius scorpion venom”.

a) Aislamiento y caracterizacidén de ExrgTx.

Se demostrd que el veneno del alacran mexicano Centruroides
noxius-Hoffmann, inhibe la actividad del canal de potasio (K*)
HERG; posteriormente se identificé y caracterizé un ligando
peptidico especifico y con alta afinidad para el canal de K'
HERG. Las caracteristicas biloquimicas y la identificacién de mas
de una variante natural de ErgTx en el veneno de C. noxius,
demuestran que se trata de una familia de péptidos sin
precedentes en la literatura. Los ensayos electrofisioldégicos se
realizaron en el laboratorio del Dr. Enzo Wanke, en 1la
Universidad de Milan, Italia.

a.l Aislamiento y Purificacién.

La estrategia de busqueda y purificacién de ErgTx y Ssus
variantes naturales se describe a continuacién.

La fraccidn soluble del veneno total se separd por exclusién
molecular con una columna Sephadex G-50. Aproximadamente 136 mg
de la fraccidén peptidica del veneno total (denominada fraccién
II) se separd por Cromatografia Liquida de Alta Precisién (CLAP
), utilizando una columna FR C-18 semipreparativa y se dividié
en 6 fracciones (ver figura 3).
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Figura 3. Separacidén de la Fraccién peptidica del veneno por CLAP-FR e
identificacién de los componentes activos,

Cada fraccién fué ensayada contra el canal de K' HERG. De
las 6 fracciones ensayadas, la segunda inhibié la actividad de
HERG. Esta fraccidén (denominada fraccién II-2) se separd por
CLAP, utilizando una columna FR C-18 semipreparativa y se
dividié en 13 subfracciones denominadas IT.(1-13) (ver figura
3). Estas fracciones fueron ensayadas contra el canal HERG. La
fraccidn II.2.12 inhibidé completamente la corriente iénica de
HERG y dos fracciones, la 1II.2.8 y 1la II.2. 10 inihibieron el
80% de la corriente de HERG (datos no mostrados). Con el fin de
demostrar la especificidad del (los) ligando(s) encontrado (s),
la fraccién Cn II.2.12 (por ser la fraccidén mas activa) se
ensayd también contra los canales de K' con mayor parentesco
filogenético a HERG: Ipxk1 + IKare, Iks vy EAG; Cn II.2.12 no
inhibié los demas canales de K' y por lo tanto es un inhibidor
especifico del canal HERG.

La fraccién fraccidn 1II.2.12 se purificd hasta homogeneidad
y una vez correoborada su actividad, se bautizé con el nombre de
Ergtoxina (ErgTx) (ver figura 4). La pureza fué confirmada por
CLAP,utilizando una columna FR C-18 analitica; andlisis de
aminodcidos y espectrometria de masas. Durante el transcurso de
este trabajo, los componentes activos de las fracciones Cn
II.2.8 y Cn II.2.10, se lograron purificar hasta homogeneidad.
Sin embargo, su caracterizacién bioquimica (secuencia de
aminoacidos y peso molecular) aun no se ha completado. Por
razones de tiempo (el periodo limite de mi maestria), los

37



resultados que obtengamos a futuro, no podran ser incluidos en
esta presentacién.

Nota

Cuando la fraccién II del veneno total es separada con una
columna de carboximetilcelulosa (CMC) y un gradiente iénico, se
obtiene un patrén cromatografico con 14 fracciones (Possani
1984). En el laboratoric se demostrd que bajo este protocolo,
ErgTx eluye en la fraccién denominada II.8. Debido a que en el
laboratoric se contaba con una cantidad apreciable de fraccién
IT del veneno total procesada por intercambio idénico, ErgTx se
pudo purificar rapidamente y en cantidad suficiente, facilitando
su caracterizacidén quimica (figura 4).

ErgTx

Absorbancla 230 nm

0 _30 60 90
Tiempo {min)

£
f g
(@]
(12]
o
(=]
-210— ,/150
=) - [v0]
£ C
8 125
<
CErgT Jdo
ool | 1 A
05 30 60

Tiempo {min)

Figura 4. Obtencién de ErgTx por intercambio idnico.

En la figura se muestra el esquema de purificacidén utilizado para ,
caracterizar a ErgTx, una vez identificada.

a.2 Composicidén de Aminoacidos y Peso Molecular.

Con el fin de identificar inequivocamente la cantidad de
cisteinas y su posicidén en la secuencia de aminodcidos, una
cantidad suficiente de Ergx fué reducida y carboximetilada antes
de determinar su estructura covalente {composicién y secuencia
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de aminoicidos). ErgTx resulté ser un péptido basico y con seis
Cisteinas. Tiene 42 aminoacidos y un peso molecular de 4733.3 Da
de acuerdo al espectrémetro de masas. La composicién de
aminodcidos fue la siguiente: Cis 6, Tre 1, Asp 4, Ser 2, Glu 1,
Pro 1, Gli 4, Ala 3, Val 1, Met 1, Tir 3, Phe 2, His 1, Arg 2,
Lis 5, Gln 3, Asn 2.

a.3 Secuencia de Aminoacidos.

Por secuenciacién directa se determiné hasta el aminoacido
30. Para determinar los 12 aminoacidos restantes, una cantidad
suficiente de ErgTx previamente reducida y carboximetilada, se
digirié con la proteasa V8 de Staphylococcus aureus y con
bromuro de ciandégeno. Para corroborar la asignacién de 1la
estructura primaria, ErgTx se digirié con la endopeptidasa
Lisina C. La estrategia seguida para determinar la secuencia de
aminoacidos completa de ErgTx fué la siguiente:

DRDSCVDKSRCAKYGYYQECQDCCKNAGHNGGTQMFFKCKAP

-Enzima V8

DRDSCVDKSRCAKYGYYQE...
CODCCKNAGHNGGTQMEFKCKAP

-Bromuro de ciandgeno

DRDSCVDKSRCAKYGYYQECQDCCKNAGHNGGTQM...

FFKCKAP
-Lisina C
DRDSCVDK...
SRCAK...
YGYYQECQDCCK...
NAGHNGGTOMFFK...
CK...
AP

NOTA: Donde los amincdcidos subrayados no pudieron ser secuenciados.

ErgTx es distinta a todas las toxinas que afectan canales de
potasio aisladas hasta el momento. En la figura 5 se comparan
la secuencia de aminodcidos de ErgTx y de toxinas aisladas del
veneno de distintos animales ponzofiosos, representativas de los
motivos estructurales reportados a la fecha: el motivo alfa

39



hélice estabilizado por cistinas (CSH) y el motivo hoja beta
estabilizado por cistinas, también llamado nude de cistinas
(ICK). El patrén de cisteinas de ErgTx no corresponde a los que
se han reportado hasta la fecha y su secuencia de aminod&cidos es
totalmente distinta. ErgTx tiene un patrén estructural sin
precedentes en la literatura, esto podria explicar la alta
afinidad y especificidad de ErgTx contra el canal de potasio
HERG (ver figura 5).

Motivo CSH.

DRDSQVDKSREAKYGYYQEQQDQEKNAGHNGGTQMFFKEKAP ErgTx

CSCSSLMDKECVYFCHLDIIW Endotelina Humana
CSCKDMTDKECLYFCHQDVIW Safaratoxina de Serpiente
CNCKAPETALCARRCQOQH Apamina de Abeja
ATCDLLSKVNWNHTACAGHCTAKGFKGGYCNDKAV CVCRN Defensina de insecto
GFGCPLNQGACHRHCRSTRRRGGYCAGFFKQTCTCYRN Defensina de Alacaran
QFTNVSCTTSKFECWSVCORLHNTSRGKCMNKK CRCYS Toxina de Alacran (Caribdotoxina)
MCMPDETTDHQMARKCDDCCGGKGRGKCYGE QCLCR Toxina de alacrdn (Clorotoxina)

Motivo ICK.

DRDSCVDKSRCAKYGYYQECQDCCKNAGHNGGTQMFFKCKAP ErgTx

KKCIAKDYGRCKWGGT PCCRGRGCT CSIMGTNCECKPRLIMEGLGLA mu-agatoxina IVA

CKSXGSS CSXTSYNCCRS CNXYTKR CY mu-conotoxina GVIA
DCVRFWGK CSQTSD CCPHLACKSKWPRNICVWDGSY Gramotoxina
ECRYLFGG CKTTSD CCKHLGCKFRDKY CAWDETES Hanatoxina

Figura 5. Comapracidén de ErgTx con la secuencia de toxinas aisladas de
diferentes organismos. En la figura se observa que ErgTx es comnpletamente
diferente a los demas péptidos mostrados.

a.4 Patrén de Puentes Disulfuro.

Como se menciond anteriormente, la secuencia de aminoacidos
de ErgTx no tiene precedentes en la literatura, una consecuencia
es que el patrdén de puentes disulfuro del péptido no puede
determinarse por comparacién con otro(s) polipéptido(s). ErgTx
en su conformacién nativa, se traté de digerir con varias
enzimas proteoliticas, sin obtener resultados: Endopeptidasa
Lisina C, proteasa V8 de Staphylococcus aereus, termolisina vy
quimiotripsina. En resumen, el patrén de puentes disulfuro no
pudo ser determinado mediante las estrategias clasicas debido a
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que ErgTx presenta protedlisis limitada (la estructura del
péptido impide la accién de enzimas proteoliticas).

a.5 Conformacién y Estructura.

Para determinar la estructura secundaria y terciaria de
ExgTx, se purificaron 500 mcg de péptido y se mandaron primero
a Francia con la Dra. Murielle Delepiere, para los ensayos de
Resonancia Magnética Nuclear; y después con la Dra. BAdela
Rodriguez en la UNAM para los ensayos de dicroismo circular. Si
bien la cantidad de muestra fue insuficiente para obtener un
resultado definitivo; los datos preliminares demuestran que se
trata de un%omolécula estructurada {(ver figura 6).

oc |
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Figura 6. Dicroismo circular de ErgTx. En la figura se observa gue ErgTx es
un péptido estructurado.
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b) Sintesis quimica de ErgTx:

La amidacién del extremo carboxilo en un polipéptido es una

modificacién post-transcripcional comunmente observada en
hormonas, toxinas y péptidos neuroactivos (Humphrey and
Chamberlain 1997). Como se menciond en la introduccién, 1la

presencia de un extremo carboxilo amidado estabiliza la molécula
Yy en la mayoria de los casos, determina la actividad bioldégica
del péptido o miniproteina (Humphrey and Chamberlain 1997) . Del
veneno de los alacranes estudiados hasta el momento, se han
aislado toxinas amidadas vy no amidadas, donde la actividad
biolégica no siempre ha dependido de esta modificacidén quimica
{(ver las revisiones: Possani et al., 1999a; Possani et al.,
1999b). La estrategia mas directa para determinar si un péptido
presenta esta modificacién es clonar el cDNA que codifica para
el peéptido, la presencia de una glicina en el extremo 3°',
seguida de aminodcidos bdsicos (lisina y/o arginina), indica la
probabilidad de gue el extremo carboxile esté amidado. (Bougis
et al., 1989). Siguiendo una estrategia indirecta, la sintesis
quimica de péptidos ofrece la oportunidad de obtener un producto
con el extremo carboxilo modificado quimicamente (Humphrey and
Chamberlain 1997; Wilken and Kent 1998).

Para determinar si ErgTx tiene o0 no un extremo carboxilo
amidado, se sintetizdé la molécula con el extremo carboxilo libre
(ErgTx-COOH) y amidado (ErgTx-NH,). Los resultados obtenidos se
presentan a continuacién:

b.1 Sintesis de ErgTx-NH,.

Para la sintesis de ErgTx con el extremo carboxilo amidado
(ErgTx-NH;} se utilizaron 75 mg de resina Rink-Amide-MBHA con una
densidad de 0.62 miliequivalentes/gramo, esta densidad supone
0.0465 miliequivalentes iniciales. Partiendo de esta informacién
y suponiendo un rendimiento del 100% se esperaban 218 mg de
péptido crudo al final de la reaccién. Concluido el acoplamiento
del ultimo aminoacido, el producto se desprotegié y siguiendo el
protocolo descrito en la seccidn de materiales vy métodos, se
separdé de la resina. El péptido crudo y liofilizado pesé 31 ng,
un 14% de lo esperado. La pureza del péptido crudo se verificéd
por CLAP-FR y por secuenciacién directa. En el cromatograma
obtenido por CLAP-FR aparecen dos picos simétricos y equimolares
(ver figura 7). Ambos picos se pudieron secuenciar hasta el
aminoacido 36, la secuencia de aminoicidos obtenida corresponde
inequivocamente a la toxina nativa.
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Figura 7. Producto de la sintesis quimica de ErgTxNH,. En la figura se
observan dos picos simétricos. Ambos picos representan la misma molécula, la
diferencia en el tiempo de retencidén es debido a un arregloc conformacional
distinte del mismo producto. Esto se debe a la presencia de cistinas ¥ a la
naturaleza hidrofébica del péptido.

b.2 Sintesis de ErgTx-COOH.

Para la sintesis de ErgTx con el extremo carboxilo libre, se
utilizaron 200 mg de resina PEG-PAL, con una densidad de 0.15
mequ/g, ésta densidad supone 0.03 mequ. iniciales. Partiendo de
ésta informacidén y suponiendo un rendimiento del 100%, se
esperaban 141 mg de péptido crudo al final de la reaccién.
Concluido el acoplamiento del dltimo aminodcido, el producto se
desprotegid y siguiendo el protocolo descrito en la seccién de
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materiales y métodos se separd de la resina. El péptido crudo y
liofilizado pesd 123 mg, esto significa un rendimiento del 87%.
La pureza del péptido crudo se verificdé por CLAP-FR Yy por
secuenciacidédn. El1 cromatograma obtenido por CLAP-FR es muy
semejante al obtenido para ErgTx-NH2 (ver figura 8). Ambos picos
se pudieron secuenciar hasta el aminocacido 36 y la secuencia did
inequivocamente un soélo producto y con la misma estructura
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FIGURA B. Producto de la sintesis gquimica de ErgTxCOOH. En la figura se
observan dos picos simétricos. Ambos picos representan la misma molécula, la
diferencia en el tiempc de retencidén es debide a un arreglo conformacional
distintec. Esto se demostrd secuenciando ambos picos.



¢) Plegamiento in-vitro de ErgTx: .

Se logrd obtener una molécula con el patrédn cromatografico y
el peso molecular idénticos a la toxina nativa, pero con una
actividad 10 veces menor. Después de ensayar varias condiciones
de oxidacién, no se logrd obtener mias de 1 mcg de péptido
plegado por mg de péptido crudo.

Todas las toxinas de alacrdn reportadas y que han sido
sintetizadas quimicamente hasta el momento se pliegan facilmente
(Daly et al., 1999). Partiendo de esta premisa, 1 mg del
producto crudo de ErgTx-NH; se disolvié en 2 ml de agua
tetradestilada y se incubd a temperatura ambiente y agitacién
suave durante 24 horas. La reaccidén se monitoredé por CLAP-FR al
cabo de 1 hora y concluidas las 24 horas. Se observd siempre un
pico esbelto y simétrico, pero con un tiempo de retencién que no
corresponde a la toxina nativa {ver figura 9).
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Figura 9. Oxidacién de ErgTxNH, en presencia de O0,.En el cromatograma se
cbserva que el producto principal de la reaccién es un pico definido pero con
un tiempo de retencién menor al de ErgTx
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En otro intento, se volvié a utilizar 1 mg de ErgTx-NH2,
perc ahora se disolvid en 10 ml de una mezcla de GSH 5§ mM, GSSG
0.5 mM, fosfato de sodioc dibésico 20 mM, cleoruro de sodio 0.1 M
y PH 7.8. La mezcla de reaccién se incubé a temperatura ambiente
y en agitacidén lenta durante 4 horas. Concluido el tiempo, la
reaccién se llevé a pH 3 con 4acido fosférico 20 mM y se separd
por CLAP-FR (ver figura 10). En el cromatograma se observa una
mezcla de productos, de los cuales el pico mayor tuvo el tiempo
de retencidén de la toxina nativa. Este pico se colectd en un
solo tubo y se purificé hasta homogeneidad por CLAP-FR. La
pureza y caracteristicas quimicas de la molécula se verificaron
por CLAP-FR y espectrometria de masas, la actividad biolégica
fué probada en el Laboratorio del Dr. Enzo Wanke en Italia. E1l
péptido no tuve actividad biolégica.
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Figura 10. Plegamiento de ErgTxNH,, en presencia de glutatién reducido b4
oxidade. En el cromatograma se observa un producto principal bastante
definide y con el tiempo de retencidén correspondiente a ErgTx.
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Cuando ErgTx-NH2 se pasé por CLAP-FR bajo las condiciones
adecuadas, se observé un pico simétrico y con el tiempo de
retencién correspondiente al de la toxina nativa (ver figura
11) . ErgTxNH2 didé un peso molecular de 4733 Da, practicamente
idéntico al de la molécula nativa. Cuando se pasé por CLAP-FR
una mezcla de ErgTx nativa y ErgTx-NH2, aparecieron dos picos
con una diferencia de segundos en su tiempo de retencidn (ver
figura 12). Ademas, cuando el péptido se probé contra el canal
de K', no tuvo actividad biocldégica (datos no mostrados). Los
resultados anteriores nos llevaron a especular gue ErgTx no
esta amidada y que la identidad del aminoacido en el extremo
carboxilo (prolina) es fundamental para la actividad biolégica.
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Figura 11. Recromatografia de ErgTxNH;. En el cromatograma se cbserva un pico
estable y simétrico. Con el tiempo de retencidn correspondiente al de ErgTx.
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Figura 12. Mezcla de ErgTx + ErgTxNH,. En el cromatograma se obsarvan dos
picos esbeltos, separados por segundos. Este patrén cromatografico es cléasice
para toxinas que difieren en la amidacién del extremo carboxilo.

Para demostrar lo anterior se intenté plegar la ErgTx con
el extremo carboxilo libre (ErgTx-COQH). Repitiendo el protocolo
de plegamiento utilizado con ErgTxNH2, 1 mg de ErgTxCOOH se
disolvié en 10 ml de la mezcla de reaccidn con GSH y GSSG en una
proporcidén 1/10, en buffer de fosfatos y pH 7.8. La mezcla de
reaccidén se incubd a temperatura ambiente y agitacién suave
durante 4 horas (previamente se demostrd que la reaccidén alcanza
el equilibric a las 4 horas, razén por la cual no se incubd® mas

tiempo). Concluido el tiempo, la reaccién se llevd a pH 3 con
dcido fosférico 20 mM y se separd por CLAP-FR (datos no
mostrados). En el cromatograma se observa una mezcla de

productos muy similar a lo obtenido con ErgTxNH2, de los cuales
el pico mayor nuevamente tuvo el tiempo de retencién de la
toxina nativa. Este pico se colecté en un solo tubo y se
purificé hasta homogeneidad por CLAP-FR. La pureza vy
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caracteristicas quimicas de la molécula se verificaron por CLAP-
FR y espectrometria de masas. Cuando ErgTx-COOH se pasd por
CLAP-FR bajo las condiciones adecuadas se observa, igual que
para ErgTxNH2, un pico simétrico y con el tiempo de retencién

correspondiente a la toxina nativa (datos no mostrados). Una
mezcla de ErgTx nativa y ErgTx-COOH da un sbélo pico y con el
tiempo de retencidén correspondiente a la toxina nativa ( ver

figura 13). Nuevamente, al igual que para ErgTx-NH2Z, ErgTx-COOH
dié un peso molecular de 4733 Da, practicamente idéntico al de
la molécula nativa. Finalmente, ErgTx-COOH se probé contra el
canal de K, HERG y tampoco presenté actividad biolégica.
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Figura 13. Mezcla de ErgTxCOOH + ErgTx. En el cromategrama se cbserva un pico
simétrico aungque un poco ancho de la base. El tiempe de retencién es idéntico
al de ErglIx.
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Tratando de resdlver el problema, se ensayaron varias
condiciones de plegamiento, sin obtener resultados
satisfactorios (ver tabla I): a 4° C y con la mezcla de reacciédn
descrita arriba, no se obtiene un producto principal definido. A
pH 6 y con DMSO 20% el resultado es muy similar al obtenido
cuando se oxida la toxina en presencia de GSH/GSSG. Esta ultima
reaccidén se repitidé, pero ahora se dejé incubando mas de 12
horas. El resultado fué un solo pico que aungque ancho de 1la
base, tiene el tiempo de retencién correspondiente a ExrgTX (ver
figura 14).
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Figura 14. Oxidacién de ErgTxCOOH en presencia de DMSO 20%, cuando la
reaccién se lleva al equilibrio. El1 objetive de este experimento fue
averiguar el tiempo necesario para que la reaccién llegara al equilibrio Y
demostrar la influencia del pH en el pelgamiento de ErgTx. Se realizd también
para demostrar que el producto obtenido después de 4 horas de reaccién no era
un producto intermediario inestable.
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Buscando en la literatura ejemplos de polipéptidos que no se
pliegan f&cilmente, nos encontramos con que Wei Ch. vy
colaboradores (1999}, demuestran que la proguimosina (un
zimdégeno de la enzima quimosina, importante en la produccién de
lacteos) tiene un mecanismo de plegamiento que comprende dos
fases: durante la primer fase de oxidacién, la proguimosina
comienza a plegarse y forma un intermediario que aunque ya tiene
estructura y es estable, aun no se ha compactado (presenta
estabilidad conformacional pero aun carece de actividad
bioldégica). Es en una segunda fase del plegamiento, cuando la
molécula se empaca y adquiere la conformacién nativa (adguiere
actividad biolégica).

Siguiendo éste ejemplo ensayamos una reaccidén de plegamiento
bajo las condiciones propuestas por Creighton (1995) para
pelipeptidos que no se pliegan facilmente:

Un mg de ErgTxCOOH, se disclvidé en 2 ml de ditiotreitol
(DTT) 16 mM y se incubd a temperatura ambiente durante 4 horas
con agitacidn suave. Concluido el tiempo fijado, la mezcla de
reaccidén se diluydé en una proporcidén 1/20 con una mezcla de GSH
5mM, GSSG 0.5 mM, EDTA 1mM, Tris.HCl 0.1 M y pH 7. La mezcla se
incubé durante 4-18 horas y el producto principal se purificé
hasta homogeneidad por CLAP-FR y colectado en un sélo tubo como
se describe anteriormente (ver figura 15). El patrén
cromatografico del producto principal obtenido fué muy similar
al obtenido en los ensayos anteriores. Esta muestra se sometid a
un segundo proceso de oxidacidn siguiendo las mismas condiciones
de plegamiento. El producto de ésta segunda reaccién se purificéd
hasta homogeneidad por CLAP (ver figura 16) y se mandd a Italia
para verificar su actividad bioldégica. Resultd tener una
actividad 10 wveces menor a la toxina nativa (datos no
mostrados) .

Para poder asegurar gue contabames con una molécula
correctamente estructurada, se hizo un barrideo de UV-VIS
haciendo uso de un espectrofotdmetro Beckman DU-50. El patrén
fué muy similar entre el producto sintético activo y la molécula
nativa, pero distinto entre el producto sintético inactive y la
ExrgTx nativa. Antes de asegurar contundentemente que en realidad
tenemos un péptido sintético correctamente plegado, es necesario
hacer ensayos de dicroismo circular y quizds también de
resonancia magnética nuclear. Esto no ha sido posible debido a
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los rendimientos tan pobres obtenidos en 1la reaccidén de
plegamiento.
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Figura 15. Plegamientc de ErgTxCOOH en presencia de glutatién reducido Y
oxidado + cloruro de guanidinio 1M. Se obtuve un producto principal esbelto Y
estable, pero sin actividad bioldgica.
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Figura 16. Plegamiento de ErgTxCOOH previamente plegada. E]l plegamiento del
producto principal obtenide en la primer reaccién de plegamiento generd dos
Picos bastante esbeltos. Unc de ellios, el segundo presenté actividad

biolégica.

X.- DISCUSION:

El origen de este trabajo fue la identificacién de ErgTx,
un componente del veneno del alacrdn Centruroides noxius,
antagonista del canal de K' ERG. El trabajo que estoy
presentando es un estudio preliminar de una molécula compleja y
sin precedentes en la literatura. Como se menciona en la seccién
de resultados, ErgTx es un péptido basico de 42 aminodcidos, con
una estructura y propiedades farmacoldégicas novedosas. Por la
manera €n gue sSe une a su receptor y por sus caracteristicas
estructurales preliminares, ExgTx pertenece a una nueva clase
de moduladores peptidicos del potencial de membrana. Antes de
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iniciar la discusién, quisiera enfatizar los principales puntos
a discutir, y a partir de estos, desarrollar esta seccién :1)
ErgTx se une al estado cerrado de su receptor, de manera
esponténea y reversible; 2) la estructura primaria y el patrén
de cisteinas de ErgTx carecen de precedentes en la literatura ;
3) ErgTx es un péptido dificil de sintetizar quimicamente; 4)
varios ensayos de plegamiento con ErgTx sintética, demuestran
gque la molécula oxidada es mas hidrofdébica que la reducida
(contrario a lo que se observa normalmente); 5) Ensayos
preliminares de dicroismo circular y resonancia magnética
nuclear sugieren que ErgTx es una molécula estructurada.

Estos datos representan una evidencia preliminar de que
ErgTx es un péptido estructurado (miniproteina), con una
estructura covalente (secuencia de amino&cidos y patrén de
cisteinas) diferente a las reportadas hasta el momento.
Intentando ser claro y conciso, decidi discutir los resultados
en dos partes: en la primer parte (1), discutiré el aislamiento,
la caracterizacidén bioquimica y las propiedades farmacolégicas
de ErgTx. En la segunda parte (2), discutiré la sintesis quimica
y los ensayos de oxidacidén (plegamiento) in-vitro realizados con
el producto de sintesis,.

l.- Aislamiento, Caracterizaciém Bioquimica vy Farmacologia de
ErgTx:

l.a Caracteristicas Bioquimicas.

A la fecha, se cuenta con la estructura primaria completa de
49 toxinas aisladas de alacrédn, gque bloquean canales de K'
(Tytgat et al., 1999). En 1995a, Miller clasificé por primera
vez a este grupo de péptidos en tres subfamilias y decidiéd
denominarlo familia de "toxinas alfa-K" (Miller 1995b). Como el
namero de toxinas alfa-K ha crecido considerablemente, Selisko y
colaboradores (1998) propusieron extender la clasificacién a 12
subfamilias. Recientemente, Tytgat y colaboradores (15899)

desarrollaron un sistema de clasificacién vy nomenclatura
unificada. A diferencia de las demads toxinas alfa-K, ErgTx es
especifica contra un solo receptor (canal de K' HERG). La

secuencia de aminoacidos de ErgTx es totalmente distinta; cuando
se compara contra los miembros de esta familia, su patrdén de
cisteinas no corresponde al patrén de cisteinas CSH, altamente
conservado en las toxinas alfa-K.
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Debido a que 1las toxinas alfa-K actuan con poca
especificidad contra un numero variable de canales de K', 1la
clasificacién hecha por Miller (1995b) y la propuesta de Selisko
y colaboradores (1998), se basa principalmente en las secuencias
de aminodcidos y estructuras tridimensionales determinadas hasta
el momento. A partir de los datos presentados en este trabajo,
Tytgat y colaboradores (1999}, proponen que ErgTx es el primer
miembro de las toxinas gama-K, una nueva subfamilia de toxinas
de alacran inhibidoras de canales de K'.

Hasta el momento se han descrito 4 categorias de péptidos
inhibidores de canales de K'. Esta clasificacién se basa en la
comparacién de la estructura primaria y terciaria entre los
péptidos y en cierta forma refleja el animal del cual se aisld
cada uno (abeja, alacran, arafia o serpiente) (Garcia et al.,
1987). Cuando se compara la secuencia de aminodcidos de ErgTx
con la de péptidos representativos de las 4 categorias
existentes, es imposible un alineamientc satisfactorio. La
estructura primaria y el patrdén de las cisteinas son totalmente

distintos a los reportados hasta el momento (Gurrola et al.,
1999).

Se cree que todas las miniproteinas que modulan el potencial
de membrana evolucionaron a partir de uno o hasta dos ancestros
comunes, por duplicacidén génica y subsecuente variacién
divergente. Conservando sdélo el patrdn de cisteinas y el arreglo
conformacional, fueron adguiriendo diversas funciones {Froy
and Gurevitz 19298).

Tomando los argumentos anteriores como premisa, Froy vy
colaboradores (1999) demostraron que las toxinas aisladas de
alacran pertenecen a una sola familia multigénica. Cada toxina
con farmacologia uUnica pertenece a una familia de genes. Las
caracteristicas de ErgTx no concuerdan con la propuesta de Froy
y colaboradores. Es posible que ErgTx no tenga un vinculo
evolutivo con las toxinas alfa-K y mucho menos con las demds
toxinas reportadas hasta el momento. Antes de adoptar una
postura al respecto, es necesario caracterizar la estructura del
gen gque codifica para ErgTx y determinar la estructura
tridimensional del péptido, asi como el patrén de puentes
disulfuro.

Cuando se intentaron determinar los puentes disulfuro de

ErgTx, el péptido resistidé la accidén de las siguientes
proteasas: endopeptidasa Lisina C, endopeptidada V8, termolisina
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Y gquimiotripsina. Las proteinas y miniproteinas ricas en
cisteinas son moléculas bastante estructuradas y como
consecuencia sufren protedlisis limitada en presencia de
enzimas proteoliticas. Los resultados anteriores, asi como datos
preliminares de dicroismo circular, demuestran inequivocamente
que ErgTx es un péptido estructurado.

l.b Caracteristicas Farmacolégicas.

Los ensayos electrofisioldgicos (realizados por el grupo
del Dr. Enzo Wanke en Italia en colaboracién con nuestro grupo)
demostraron que ErgTx se une reversiblemente y con alta
afinidad al canal de K' HERG, preferentemente cuando el canal
tiene el poro cerrado; y que no actia sobre los canales de K'
filogenéticamente relacionados a HERG (Gurrola et al., 1999).
Las toxinas de alacran que inhiben canales de K' reportadas hasta
la fecha, bloquean el poro del canal sin importar su estado
conformacional (abierto o cerrado) {(Park and Miller, 1992).
Recientemente se demostrd que lo mismo es cierto para las
toxinas de arafa que inhiben canales de K' (Garcia et al., 1999).
Si recordamos, las toxinas aisladas del veneno de arafias son
representantes del motivo estructural ICK (Narasimhan et al.,
1994; Norton and Pallaghy, 1998; Pallaghy et al., 1994) y las
toxinas alfa-~K de alacranes, representan al motivo estructural
C5H (Tamaoki et al., 1998). Este dato es importante, pues
implica que todas las toxinas que bloquean canales de K', sin
importar su arreglo conformacional, lo hacen mediante un
mecanismo similar; ErgTx tampoco cumple con esta regla. Si bien
el mecanismo de unidén de ErgTx al canal de K" HERG, aun no esta
claro (este trabajo es la tésis doctoral de Liliana Pardo en
nuestro laboratorio); es evidente que ErgTx actua de manera
distinta a las demds toxinas.

2) Sintesis Quimica y Plegamientc in-vitro de ErgTx.

2.a Sintesis Quimica de ErgTx.

En la segunda parte de este trabajo, se demostrd que ErgTx
es un péptido con una secuencia de aminodcidos dificil de
sintetizar quimicamente; y con un mecanismo de plegamiento
aparentemente complejo. La secuencia tiende agregarse,
aumentando los tiempos de reaccién de acoplamiento vy
desproteccidn.
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estable y con un perfil cromatogréfico muy similar al del
péptido funcional, pero sin actividad bioldgica. Estos
resultados indican que en condiciones in-vitro, la estructura
funcional de ErgTx no es el producto favorable de la reaccidn.
Esto implica que, a pesar de que ErgTx es un polipéptido
pequeno, su mecanismo de plegamiento es complejo.

Antes de interpretar estos resultados, es necesario
identificar la naturaleza del producto principal obtenido.
Existen al menos dos posibilidades: a) el producto principal es
un intermediario compacto (glébulo derretido) con el arreglo
conformacional adecuado, pero sin las interacciones terciarias
especificas, necesarias para la actividad biolégica; b) el
producto principal tiene la estructura adecuada pero sus puentes
disulfuro no son los correctos. Para ambos casos, el producto
principal de la reaccidén es aquel con la menor energia libre de
formacién.

En general, se considera que durante el plegamiento de un
polipéptide, los aminodcidos hidrofébicos desplazan al agua y
ocupan el interior de la molécula. Una consecuencia es que en un
cromatograma de CLAP-FR, los tiempos de retenciédn de los
productos plegados (oxidados) son menores al tiempo de
retencién del péptido reducido {Daly et al., 1999). A partir de
esta premisa, nuestros resultados indican que ErgTx en su
conformacié4n nativa, tiene aminodcidos hidrofdébicos en su
superficie, y por eso el producto de oxidacién tiene un tiempo
de retencidén mayor al del péptido desnaturalizado y que los
subproductos de la reaccién (intermediarios cinéticos).

Recientemente Daly y colaboradores (1999), demostraron que
Kalata Bl, una toxina aislada de plantas, también es un péptido
cuya estructura funcional es més hidrofdbica que la molécula
desanturalizada. La toxina Kalata Bl es un péptido pequefio (29
aminoédcidos de longitud; y sin embargo, manifiesta un mecanismo
de plegamiento complejo (Daly et al., 1999). Estos datos
sugieren gque lo mismo estd ocurriendo para la toxina ErgTx.

XI.~ CONCLUSIONES:

En este trabajo hemos purificado, caracterizade y sintetizado
guimicamente, un péptide de origen natural con elementos
estructurales novedosos y potencial biotecnolégico. La
identificacidén y aislamiento de ErgTx demuestran gque en el
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veneno del alacran Centruroides noxius-Hoffmann, existe un
componente capaz de alterar la fisiologia del corazén.

Las conclusiones son las siguientes:

- ErgTx tiene una estructura primaria y probablemente un arreglo
conformacional sin precedentes en la literatura; su patrén de
Cisteinas no corresponde a los qgue se han reportadoe hasta el
momento.

- ErgTx resiste la actividad enzimatica de varias proteasas.
Este dato, asi como ensayos preliminares de dicroismo
circular, demuestran que ErgTx es un péptido estructurado
(miniproteina).

- ErgTx blogquea de manera especifica el poro del canal de K’
HERG, y lo hace preferentemente cuando el canal esta cerrado.

- Existen evidencias de que el canal de de K' HERG participa en
la proliferacién de células cancerigenas {(Bianchi et al.,
1998). ErgTx es un inhibidor peptidico espcifico de HERG vy
posiblemente un inhibidor de células cancerigenas.

- Mediante la sintesis quimica de ErgTx, se pudo demostrar que
ErgTx tiene un extremo carboxilo libre y que carece de
modificaciones post-traduccionales.

- Los ensayos de plegamiento in-vitro demostraron que ErgTX es
un péptido dificil de plegar. Esto se debe probablemente, a
que la molécula en su conformacidédn funcional, tiene una
superficie externa mas hidrofébica que la de el péptido en su
estado desnaturalizado.

XII .- PERSPECTIVAS:

Antes de adoptar una postura respecto al arreglo
conformacional de ErgTx y al mecanismo de su plegamiento in-
vitro, es necesario determinar la estructura tridimensional del
péptido y realizar un estudio cinético de la reaccién de
plegamiento in-vitro. Es posible que esta toxina se pliegue sélo
en presencia de un propéptido y/o en condiciones celulares.
Debido a esto, se ha decidido expresar la toxina en bacteria.

ESTA TESIS [N BEEE
SALR BE LA siscQTECA
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