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RESÚMEN 

En este trabajo se probó Ja actividad del veneno, y fracciones de éste, de cinco especies de 

alacranes mexicanos sobre la función del MaxiK expresado en ovocitos de X laevis. Los 

venenos de C. noxius y C. exilicauda bloquearon al MaxiK de manera importante no así los de 

C. sculpturatus y A. phaiodacti/us que son prácticamente inocuos. Por otra parte, el de H. 

gertschi provoca lísis de la membrana. Al final de varios pasos de separación se aisló un 

péptido de 37 residuos.del veneno de C. noxim que bloquea al MaxiK con alta afinidad y 

selectividad. Po[ su. actividad sobre los canales slo y semejanza con la secuencia consenso de la 

subfamilfa a.KTiI se le llamó Slotoxina (SloTx : a.KTx 1.11 ). Esta toxina presenta identidad del 

75% y 54% con IbTx y ChTx respectivamente. Mediante la técnica de fijación de voltaje en 

microáreas de membrana (configuración lo de afuera haca afuera) se obtuvieron las constantes 

de asociación, disociación, y de afinidad sobre el MaxiK (Kd-1.5 nM). Se investigó si SloTx 

bloquea a la subunidad a. coexpresada con subunidades 13 (13 1 ó 134). La asociación de SloTx con 

complejos a.+13 es l O veces más lenta comparada con aquella para lbTx y ChTx. Esto permitiría 

considerarla como una mejor herramienta para discriminar entre complejos a.+13. La actividad 

de SloTx se ensayó en varios canales: ds/o (Drosophila MaxiK), herg, IRK, Kvl.l, Sh-IR, SKI, 

SK2 y SK3,. Se encontró que no bloquea a ninguno de ellos a concentraciones de hasta 300-500 

nM. Por ello se considem que al igual que IbTx, la SloTx es altamente selectiva sobre el 

MaxiK. Por último se trató de explicar esta selectividad en base a propiedades estructurales y 

electrostáticas de varias toxinas y canales. Para ello se obtuvieron las estructuras mediante 

modelaje por homología. Se presume que la interacción electrostática y orientación son claves 

para estabilizar o desestabilizar la interacción canal-toxina. 

7 



SUMMARY 

fn this thesis, the activity of five mexican scorpion venoms was tested ~n MaxiK channels 

expressed in X laevis oocytes. Venoms from C. noxius and C. exilicaudc¡ were active, however, 

those from C. sculpturatus and A. phaiodactilus wcrc inocuous. H. gertschivcnom showcd litic 

properties on oocyte membrane. We isolated a blocking peptide '(31.;ieslclu~s long) from C. 

noxius scorpion venom. Its sequence is similar to the consensus seq~'~nc~for the Charybdotoxin 

(ChTx) sub-family. Thus, was named Slotoxin (SloTx: aKTxl.11 )~ lt has 75% sequencc 

identity with lberiotoxin {lbTx) and 54% with ChTx. Patch clamp experiments were assassed to 

calculate association, dissociation and affinity constants. SloTx blocks the MaxiK a subunit 

reversibly (Kd-1.5 nM). Slotoxin association with a+¡3 (131 or ¡34) channels was approximatcly 

1 O times slower than those for lbTx and ChTx, leading to a lack of effect on a+¡34 when tcsted 

at 100 nM for 5 min. Thus, Slotoxin is a better tool to distinguish MaxiK a+¡3 complexes. 

SloTx was tested in different types of potassium chanels: ds/o (Drosophila MaxiK), herg, IRK, 

Kvl.l, Sh-IR, SKI, SK2 y SK3. Similar to lbTx, SloTx is quite selective. We got sorne 

approximate structures by homology modelling. We discussed about the structural and 

electrostatic detenninants that could play an important rol in the channel-toxin interaction. 

8 



l. INTRODUCCIÓN. 

1.1 Cana/e~· i<foico.'> 

Los canales iónicos son proteínas de membrana que permiten el flujo de iones a través de ésta y 

están involucrados en muchas funciones biológicas importantes como la señalización en el 

sistema nervioso, procesos osmóticos, regulación metabólica, secreción hormonal y tono 

vascular entre otros (Hille, 2001). Los canales son poros acuosos estrechos bien definidos que 

para funcionar adecuadamente deben conververtirse en excelentes agentes químicos: 1) para 

sentir diferentes señales biológicas en el ambiente y responder rápidamente cambiando del 

estado cerrado al abierto, y viceversa; 2) en la adaptación del estado abierto conductor para 

discriminar entre diferentes iones inorgánicos con el fin conducir al ión correcto (Miller, 

2000b). En el proceso de permeación se llevan a cabo interacciones específicas entre el 

acarreador de carga (ión duro: alcalino, alcalino-térreo o halogcnuro) y la proteína. Este proceso 

debe ser lo suficientemente agil y rápido para enfrentar el reto químico presentado por los iones 

mediante la adecuada orientación de grupos carbonilo, éter, amido, amonio (Miller, 1993) 

hidroxilo o bien de tipo electrostáticas (Dutzler et al., 2002). Los iones pcrmeantes fluyen a 

través de los canales a favor del gradiente electroquímico de manera muy rápida (> l 06 iones/s) 

y eficiente (error "" O. l %). Existen cuatro familias de canales agrupadas de acuerdo a la 

selectividad iónica que presentan: Na+, K\ Ca2+ y CI". 

1.1.1 Canales selectivos a potasio 

Los canales selectivos a potasio son el grupo de canales iónicos que presentan la mayor 

diversidad en cuanto a mecanismo de compuerta, farmacología y propiedades conductoras. Son 

prácticamente ubicuos y su aparición en el universo biológico sugiere que son proteínas que 

aparecieron más temprano en la evolución (Miller, 2000a) y que tal vez de ellas se derivaron los 

canales de calcio y sodio (Anderson y Grecnberg, 2001 ). 

Los canales de potasio se pueden clasificar de acuerdo a la topología de segmentos 

transmembranales (TM) que presenta la subunidad a. formadora del poro. En organismos 

superiores se propone que existen dos grandes sub-familias de dos y seis segmentos, véase 

9 



figura l. Exislen lambien arreglos sucesivos de éstos: dos y dos segmentos (4TM) (Hille, 

2001), seis y dos segmentos (8TM) (lshibashi et al., 2000). 
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Figura 1: Cuna/es de potasio e11 organismos superiores. Los canales de potasio se han 

agrupado de manera gruesa de acuerdo a la similitud de secuencia primaria y a la topología 

que presentan en la membrana (2TM, 4TM y 6TM). Este diagrama .fué realizado con 89 

secuencias de canales. Tomado de Hille ( 2001). 
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La sub-familia más estudiada presenta un núcleo de seis segmentos transmembranales (S l­

S6). Los segmentos Sl-S3 fonnan la interfase entre la membrana lipídica y el poro acuoso. El 

segmento cargado S4 es, al parecer, la parte más importante del sensor de voltaje. Los 

segmentos SS y S6 junto con el asa que los une, forman el poro y constituyen los elementos que 

confieren la selectividad al canal y el sitio receptor de toxinas. En la figura .2a se muestran los 

segmentos transmembran~les~epf! la~ ¡¡~~s 5¡u~J!~s.1Jr1t:n .. Y,eJl;l;posible_est~uctura helicoidal de 

estas últimas. Tanto el' e~tremo N-t~rrllinal ccomo ~I c;ter#í~J1111ison citoplasmáticos. La figura 

2b muestra el arreglo espaciál alrededo{del ~jede.~i~etría~;quiformaelporosegún lo propone 

Li-Smerin et al. (2000). Existen otros arreglos\:i~~w~~!~t~s: pb~ Monks et. al. ( 1999), así como 

Kerr y Sansom (199S), los cuales difieren c~n resp~C:t()·~ rri flgÜra,2b por la disposición de los 

segmentos SS y S6 alrededor del eje de simetría. 

Otros canales como los activados por nucleótidos cí~!ic{,~\j';9ál~io,~e¡ cree adquirieron esta 

cualidad mediante la adición de dominios propios pa~~·eH~··ffiJ~'{~rr (Anderson y Grcenbcrg, 

2001) o por el acoplamiento de otras proteínas como es el caso.de la calmodulina en los canales 

de potasio activados por calcio de baja conductancia SK (Schumacher et al., 2001; Wissmann et 

al., 2001). 

Los canales de potasio poseen una alta simetría dada por un ensamblaje tctramérico que podría 

ser critica para el proceso de seleccción iónica (Doyle et al., 1998; Anderson y Grcenberg, 

2001). En los canales de calcio y sodio, formados por cuatro dominios de seis segmentos, esta 

simetría es imperfecta (Cattcrall, 2001 ). Al parecer, los canales de potasio se adaptan para 

estabilizar los iones K' y así compensarlos de la pérdida de la capa de solvatación. Lo opuesto 

tambien podría ocurrir, la presencia de potasio en el filtro de selectividad estabilizaría la 

conformación del estado conductor. Ahí los grupos carbonilo del esqueleto apuntan uno hacia 

otro y así de esta manera interaccionan con el ión, en lugar de participar en puentes de 

hidrógeno con el disolvente o con otros grupos proteicos (Yellen, 2001). 

Con la determinación de las estructuras cristalinas, alta resolución, de canales de potasio 

(Doyle et al., 1998; Morais-Cabral et al., 2001; Zhou et al., 2001) y cloro (Dutzler el al., 2002); 

además de las estructuras tridimensionales, baja resolución, de los canales Shaker (Sokolova et 

al., 2001) y de sodio (Sato et al., 2001 ), se han corroborado muchas de las aseveraciones que 
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afias atrás se habían propuesto por estudios electrofisiológicos, bioquímicos y farmacológicos. 

A pesar de ello aún siguen varias preguntas pendientes por aclarar. 

Dominio sensor Dominio A de voltaje B 
del poro 

~ 
/~. ··, 

/\ ./ 
-... ., 

/ / \ ~cPEB c=Il· /~\ 

r~r 
\ 

/ _,. 

1 ~ B/~ 6 fficP$ 
\ ) 

N _) e 

Figura 2. A) Modelo de plegamie11to membra11al para ca11ales de potasio depe11die11tes de 

voltaje. Se muestran los seis segmentos transmebranales (azul y negro), la hélice corta del poro 

(azul) y dos posibles hélices pequeñas (azul) que forman las asas extracelulares. Las hélices en 

color negro y gris forman el dominio sensor de voltaje; mientras que la región azul, el dominio 

del poro. B) Possible arreglo transmembranal tetramérico de las hélices en canales voltaje­

dependientes. Tomado de Li-Smering et al (2000). 

1.1.2 Ca11ales de potasio activados por calcio 

En la sub-familia de los canales de potasio 6TM están incluidos los dependientes de calcio. 

Existen tres tipos de estos canales de acuerdo a su conductancia unitaria: baja, SK (g - 10-20 

pS); intermedia, IK (g -25-135 pS); y alta, BK (g -150-300 pS). Los últimos son conocidos 

tambien como MaxiK o s/o (Atkinson et al., 1991; La torre, 1994 ). En este trabajo se usarán de 

manera preferente los términos MaxiK o hs/o (canal slo de origen humano). 

El MaxiK juega un importante papel fisiológico ya que es capaz de acoplar la excitabilidad en 

la membrana con el estado metabólico de la célula. Esta dualidad funcional se realiza por su 

capacidad de sentir cambios en el voltaje transmembranal y la concentración de calcio 

intracelular. Por esto son considerados como los canales que traducen directamente las sefiales 

l ~'-:~r;r;(,~,,T~ ...... !., .. '"''"'·' 12 
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eléctricas en señales químicas· y. viceversa. ·Se encuentran en una amplia variedad de tejidos, 

donde regulan su exéitabilidad celular a travé~ de un mecanismo de retroalimentación negativa. 

El MaxiK puede estar formado exclÜsivamentc por subunidades a. formadoras del poro 

(Atkinson et al., 1991; Butler et al., 1993) o en combinación con diferentes subunidades 

reguladoras 131.4 (Knaus et al., 1994; Wallner et al., 1999; Uebele et al., 2000; Meera et al., 

2000). 

Subnidad a. formadora del poro. 

Hasta ahora se conoce un solo gen (slowpoke, slo o KCNMA 1 ), que codifica para la 

subunidad a formadora del poro. Sin embargo, se ha observado una gran diversidad en cuanto 

a localización, propiedades funcionales (Schreiber et al., 1998; Yuan et al., 1999; Yuan et al., 

2000), farmacológicas y grado de fosforilación (Pérez et al., 1994; Alioua et al., 1998; Tian et 

al., 2001) del MaxiK como consecuencia de procesamiento alternativo (Adelman et al., 1992; 

Shipston, 2001). Además se conoce que puede formar un canal funcional mediante ensamblaje 

heteromérico con subunidades a. de IK: slo/s/ack (Joiner et al., 1998). 

El monómero (subunidad a) está formado por tres regiones distintas: el núcleo "core", la cola 

"tail" y una región intermedia "linker". En la figura 3 se muestra la organización del MaxiK, 

única entre los canales dependientes de voltaje por el número de segmentos y su organización 

transmembranal (Schreiber y Salkoff, 1997; Schreiber et al., 1999). Este arreglo del MaxiKes 

semejante, en parte, al de otros canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) sin embargo 

cuenta con algunos elementos adicionales. El núcleo está formado por un N-terminal corto y 

extracelular seguido de nueve segmentos: siete transmembranalcs (SO-S6) (Me era et al., 1997) 

y dos citoplásmicos (S7-S8) (Jiang et al., 2001 b). El segmento SO es un segmento adicional, 

único en el MaxiK, que interacciona con la subunidad reguladora 131 (Wallner el al., 1996; Toro 

et al., 1997). Los segmentos S l-S6 contienen las regiones características de los otros canales 

dependientes de voltaje: segmentos peritericos (S l -S3 ), sensor de voltaje (S4) y poro (S5-S6). 

Por otra parte, los segmentos S7-S8 forman el dominio RCK (Jiang et al., 200 la), mientras que 

el asa 7 (L7) es parte fundamental del dominio de tetramerización en el MaxiK (BKTl) (Quirk 

y Reinhart, 2001). Un sector del asa 8 (L8) se cree forma parte de lo que podría ser el 

transductor de la sensibilidad a calcio. 
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Figura 3. Modefo de la disp(}siciá11 tra11s111emhra11al del MaxiK. El núcleo comprende los 

segmentos SO-SB y las asas que los unen LO-L7. La región intermedia forma la mayor parte del 

asa nueve (L9). La cola está formada a partir del segmento final del asa nueve (L9), los 

segmentos S9 y S/O y el carhoxilo terminal {LIO). Tomado de Sokolova et al., (2001). 

La cola, formada por los segmentos S9-S 1 O, contiene a los elementos más importantes que le 

confieren sensibilidad y dependencia a calcio: una región altamente ácida denominada por Wei 

et al en 1994 como "tazón de calcio" (ca/cium how/), y un motivo estructural "mano EF" (EF 

Hand) imperfecto (Braun y Sy, 2001 ). Se sabe que un fragmento de 280 aa del C-terminal del 

canal de Drosofi/a expresado en E co/i une calcio de manera específica (l3ian el al., 2001 ). Por 

último, la region intermedia parece ser el dominio que ayuda también al ensamblaje funcional 

del canal (Schreiber et al., 1999). Todos estos elementos le confieren al MaxiK funcionalidad 

única. Aún faltan por establecer las bases estructurales y moleculares que le confieren al MaxiK 

la habilidad para conducir 1 O veces más rápido que otros canales de potasio sin menoscabo de 

su selectividad. 
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1.1.3 Subunidades reguladoras beta. 

. Knuus et al., ( 1994) clonuron Ju primera subunidud rcguludora del MaxiK (J3 1 ), 11 partir dc 

experimentos de entrecruzamiento del canal y 1251ChTx.co~ el ~ea.ctivo bifuncional disuccimidil 

suberato (DSS). A la fecha se conocen cuatro subunidades p, todas ellas contienen dos 

segmentos transmembranales unidos por una gran asa extracelular con dos sitios de 

fosforilación, uno de ellos consenso en las cuatro familias. En la figura 4 se muestra el 

alineamiento de las subunidades p, y de manera particular, los cuatro productos de 

procesamiento alternativo de j33• Se muestran las cisteínas (letra c): conservadas, mayúscula y 

color rojo; transmembranales, minúscula y color rojo; las restantes, minúscula y color negro. 

Las subunidadcs 132 y fh confieren inactivación a la subunidad alfa. En la figura 4, se observa 

que en el alineamiento de 13 el N-tcrminal para 132 y J33 presenta mayor longitud y una pequeña 

zona altamente cargada. Al estudiarse este fragmento de P2 por RMN se determinó que posee 

una estructura compuesta por una a hélice, quc trabaja como la "cadena", y una región 

altamente flexible que forma la "bola" (Bentrop et al. 2001 ). No se conoce la estructura de 

ninguna otra región de las subunidades 13, aunque se piensa que la estructura secundaria del asa 

cxtracelular en p 1 forma una espiral enrollada "coiled coil" (Jiang et al., 1999). 

La eoexpresión de a y 13 modifica las cinéticas de activación, deactivación e inactivación, Ja 

dependencia a Ca y voltaje, así como su farmacologla (Dworetzky et al., 1996; Brenner et al., 

2000; Wallncr et al., 1999). La presencia de 13 permite que el MaxiK aumente su probabilidad 

de apertura a potenciales menos depolarizantes y modifica la afinidad y cinética con que las 

toxinas de alacrán se unen al poro (Ding et al., 1998; Wallner et al., 1995; Meera et al., 2000) 

como se muestra en la figura 5. Las subunidades reguladoras se expresan de manera 

preferencial en diferentes tejidos: Pi. en músculo liso; 132. en riñón de feto (humano y ratón); 133, 

en organos reproductores; y finalmente 134, en cerebro. 
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Figura 4. Alineamie11to de las cuatro subunidades del MaxiK (/3). El alineamiento se realizó 

con el programa Pileup de GCG y posteriormente se realizó un reordenamiento a mano lo cual 

mejoró significativamente el alineamiento en las regiones de .fosforilación, glicosi/ación y 

residuos importantes para la interacción con Caribdotoxina (ChTx). 

La subunidad 131 está formada por 191 aminoácidos y actualmente se ha clonado de diferentes 

organismos: humano (Wallner et al., 1995), conejo (Giangiacomo et al., 2000), rata, ratón 

(Jiang et al., 1999), perro y codorniz (Oberst et al., 1997; Ramanathan et al., 1999; 

Ramanathan et al. 2000). Se conoce por estudios de unión específica con ChTx que los 
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residuos L90, Y91, T93 y E94 podrían ser importantes en la interacción de las subunidades a. y 

P1 (Hanneret111.,)998; Munujos et al., 1995; Giangiacomo et al., 2000). El residuo K69 fonna 

entrecruzamiento con la Caribdotoxina (ChTx) mediante disuccimidil-subcrato. En la figura 6 

se muestra Ja representación de esta subunidad así como los residuos que se han mutado para 

examinar su interacción con ChTx. 

a 

-200 
V,.(mV) 

b 
/(nA) 

··~íf '·· ij .. , J. 

r-.--,-~. 

-?00 -100 o 
V,.(mV) 

e, 
E 
~o.e 

8 0.6 

~ D.<l 
.~ § 0.2 

100 ~ o 

d, 
100 nM CTx 100 nM lbTx 

o.e ·-
a+ j34 o.e - a-+'~4'" • 

O• 

0.2 a+l}I 

a+ o 
a a 

Figura 5. Coexpresión de subnidades a+ P del MaxiK. a) Curvas l~V y b) Probabilidad de 

apertura para a y a+p¡. Se observa en ambos casos el desplazamiento de a+P1 hacia 

potenciales más negativos, tomado de Tanaka et al., (1997). Círculos vaclos, expresión de a; 

círculos llenos, expresión de a+ p,. Modificación de la interacción canal-toxinas de alacrán. 

La unión y disociación de e) ChTx y d) JbTx, se enlentecen cuando se coexpresa P1 ó p4• 

Tomado de Meera et al .. (2000) . 

La subunidad 132 presenta una región N-terminal más larga y varios residuos cargados, que 

mimetizan al péptido bola del canal Shaker, e induce inactivación en la corriente (Wallner et 

al., 1999). Por otro lado lh presenta procesamiento alternativo en la región N-terminal y 

produce al menos cuatro clonas diferentes (3a-d) (Ucbele et al., 2000). Esta región es inclusive 

más larga que la región equivalente en la subunidad 13i. y también modifica los procesos 

cinéticos del canal y le confiere diferentes grados de inactivación en algunos de sus transcritos. 

Tfi~Tf:. GON 
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Figura 6. Represe11tació11 esquemática de la subu11idad p, de músculo liso de aorta de 

bovino. La subunidad f31 esta .formada por dos segmentos transmembranales y un asa 

extracelular larga. Se indican todos los residuos mutados en los estudios de interacción 

fimcional con la subunidad a. Encerrados en un círculo aquellos que no son críticos, y en 

cuadro los que si lo son. Se marca también la lisina 69 (K69) que forma entrecruzamiento entre 

el canal y la ChTx con disuccimilsuberato (DSS). Tomado de Hanner et al., (1998). 

La coexpresión de J34 prácticamente produce los mismos efectos que J31, pero enlentece aún más 

los procesos de activación, deactivación e inactivación (Brenner et al., 2000) además de 

modificar las propiedades fannacológicas de a (Meera et al., 2000). 

,...~,,r:"I rQN 
.~ V 
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Se conoce que los complejos a.+J31 pueden interaccionar con una tercer molécula de tipo planar 

rígida, esteroidal o no, para activar al canal. Los primeros estudios se realizaron en una planta 

medicinal africana donde se aisló una familia de saponinas, el miembro con mayor afinidad es 

la dehidrosoyasaponina (DHS) (McManus et al., 1993). Ahora también se sabe que el 17 13-
estradiol (Valverde et al., 1999), los ácidos biliares (Dopico el al., 2002), el tamoxifén (Dick el 

al., 2001) y otros [xeno]estrogenos (Dick y Sanders 2001) lo hacen de manera similar. Al 

parecer el 17¡3-estradiol también activa a la subunidad a. en presencia de ¡34, (Behrens et al., 

2000). 

1.2 Toxinas de alacrán 

Los animales venenosos están distribuidos en todo el mundo y pertenecen a diferente phyla, 

incluyendo celenterados, equinodermos, moluscos, artrópodos y cardados. Su veneno contiene 

un gran número de componentes tóxicos que inmovilizan a diferentes tipos de animales que 

incluyen artrópodos, peces, anfibios y mamíferos (Menez et al., 1992). El veneno es empicado 

por los animales que lo poseen como un mecanismo de defensa y/o de sometimiento de sus 

presas. Los alacranes son animales esencialmente nocturnos que viven en regiones tropicales y 

subtropicales y su distribución geográfica mundial es bastante extensa. Puesto que el hombre a 

menudo comparte el mismo hábitat con los alacranes, también se ve expuesto a la picadura de 

éstos. En México existen cerca de 220 especies diferentes, incluyendo subespecies de 

diferentes géneros, siendo el más peligroso el género Centn1roides (Dehesa-Davila y Possani, 

1994) y del cual se conocen seis especies consideradas peligrosas para el hombre. En nuestro 

país el envenenamiento por picadura de alacrán o escorpionismo representa un problema de 

salud pública ya que en 1996 se estimaba que alrededor de 200,000 personas eran afectadas 

anualmente (Possani el al., 1996); aunque con los casos no reportados esta cifra debe 

incrementarse. Por lo tanto, los alacranes representan un riesgo potencial hacia el ser humano. 

1.2.J aK-Toxinas 

El veneno de alacrán es un líquido blanquecino lechoso formado por diferentes tipo de 

moléculas: proteínas (enzimas), péptidos, aminoácidos, nucleótidos, ácidos grasos, lípidos y 

sales. Los venenos de alacrán contienen una gran variedad de sustancias tóxicas 
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(neuropéptidos) y uno de· sus efectos es modificar. el flujo de iones a través de proteínas 

membrana le~ (can~les ºiónicos). Las rieurci~oxina5. son • péptid()sc globulares de bajo peso 

molecular (3=8 Jo~) g°cr"lerahrienié'd~ uri~ sºÍa c:adcna _de 23~70· aa; básica y muy estable. De 
___ -. -- .. --------- -,~-c----?-:-o\---';-:., . .-7_.(~:r·': .. ;-,,::-.. ·:-:.-;-'-,·:~.---:.-:···-.;-:;,~-;-:·_-:!~.-:-.-:. :;· ,--~~' .-... - -~- - .---:·.---

acuerdo a la fo~~itÚd de Cadena se púede inferir el tipo de canal que bloquean: cortas 23-42 aa, 

modifÍc.~n la función predominantemente de canales de potasio (Possani et al., 1999; García el 

al., 1999), aunque existen aquellas que hacen lo propio con canales de calcio (Zamudio et al., 

1997a, b) y cloro (DeBin· et al., 1993); largas 60-70aa bloquean canales de sodio (Possani et al., 

1999). Es importante mencionar que cada especie de alacrán podría contener una batería propia 

de toxinas para bloquear los diferentes tipos de canales. 

De acuerdo a numerosas estructuras tridimensionales reportadas (véase tabla 1 ), los péptidos 

inhibidores de canales de potasio presentan prácticamente el mismo plegamiento tridimensional 

llamado motivo alfa-beta estabilizado por cisteínas (Carnet et al. 1995) Este plegamiento se 

observa tambien en la toxina más pequeña conocida de 23 aa (Batista et al., 2000) y de Ja que 

ya se conoce su estructura tridimensional (Wang et al., 2002). Este motivo estructural consta de 

una pequeña hélice a o combinación con hélice3110 de aproximadamente dos vueltas y una hoja 

f3 plegada de dos o tres segmentos (de diferente longitud) estabilizados mediante tres o cuatro 

puentes disulfuro en posición altamente conservada (Giangiacomo et al., 1999; Darbon et al., 

1999). Se pueden observar estos motivos estructurales en los diferentes modelos 

tridimensionales presentados en los Anexos 2-6. Los dos puentes disulfuro más importantes 

son Jos que conectan el segmento conservado -C-X-X-X-C- de la hélice o. con el segundo 

segmento p, que contiene la secuencia -C-x-C- (Song et al., 1997), y que forman un motivo 

estructural conservado aún en las toxinas con cuatro puentes disulfuro, también encontrado en 

defcnsinas (Possani et al., 1999; Bontcms et al., 1991 ). 

La primera toxina específica bloqueadora de canales de potasio, descrita en 1982, es la 

Noxiustoxina (NTx) (Carbone et al., 1982), aunque la más ampliamente estudiada es la 

Caribdotoxina (ChTx) descrita en 1985 (Miller et al., 1985). El número de toxinas ha 

aumentado de tal manera que se hizo necesaria su clasificación (Miller, 1995). Se les han 

llamado cxKTx toxinas y se han agrupado en 12 familias (Tytgat et al., 1999) de acuerdo a su 

alineamiento de secuencia primaria. Al parecer ha aumentado el número a 14 (Batista et al., 
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2000; Zeng et al., 2001) y además se han incluido otros miembros en diferentes subfamilias: 

como la aKTxl.11 (Garcia-Valdes et al., 2001), aKtx4.4 (Pisciotta et al., 2000) y aKTx4.5 

(Vacher et al., 2001) entre otras. Estos péptidos se han constituido como valiosas herramientas 

para evaluar tanto diferencias estructurales (Krezel et al., I 995; Stampe et al., 1994; Thompson 

y Begenisich, 2000; Myers y Stampc, 2000) como mecanismos de acción entre los distintos 

tipos de canales (Rauer et al., 2000; Giangiacomo et al., 2000). Mediante el uso de toxinas de 

alacrán se ha logrado establecer de manera aproximada Ja topología y las dimensiones del poro 

de los canales de potasio. Ahora con la estnictura cristalina del canal bacteriano KcsA se han 

podido realizar mutaciones en lus toxinas de manera guinda parn construir ligandos sintéticos 

más específicos (Rauer et al., 2000; Shukkottai et al., 2001 ). 

1.2.2 Relación estructura-función 

Estudios llevados a cabo durante más de una década identifican a las toxinas de potasio como 

bloqueadoras del poro. Se unen con gran afinidad al vestíbulo externo del poro del canal y 

bloquean la conducción iónica mediante una oclusión fisica sin afectar la cinética (Anderson et 

al., 1988; Miller, 1988; MacKinnon y Miller 1988; MacKinnon y Millcr 1989; Giangiacomo et 

al., 1992). La unión ocurre a través de una reacción bimolecular reversible favorecida tanto 

por interacciones electrostáticas de largo y corto alcance (Stocker y Miller, 1994) como por 

interacciones hidrofóbicas. Para establecer los residuos que son importantes en Ja unión toxina­

canal se realizaron estudios de mutaciones entre varias toxinas y canales. Una serie de 

mutaciones en toxinas (Park y Millcr 1992; Park y Millcr, 1992; Goldstcin y Miller 1993; 

Goldstein et al., 1994; Stampe et al., 1994); en canales de potasio clonados (Escobar et al., 

1993; Goldstein y Miller, 1993; Gross et al., 1994; Gross y MacKinnon, 1996; Lu y Miller, 

1995) o en ambos (Aiyar et al., 1995; Aiyar, Rizzi, et al. 1996; Hidalgo y MacKinnon, 1995; 

Naranjo y Miller 1996; Ranganathan et al., 1996) (Stocker y Millcr, 1994; Pardo-Lopez et al., 

2002a,b). Estudios realizados recientemente en nuestro laboratorio sugieren a la ErgTx como 

una toxina que ocluye parcialmente el poro del canal herg (Pardo-Lopez et al., 2002a; Pardo­

Lopez et al., 2002b). 
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Tabla 1. Estruct11ras tridimensionales reportada!>' de las toxina!>· aKTx. 

Toxina Sub- PDB Referencia 
Familia 

ChTx 1.1 2CRD (Bontems et al., 1991) 
Chabll ** (Song et al., 1997) 
Lo2 1.2 ILIR (Renisio et al. 1999) 
JbTx 1.3 - (Johnson y Sugg, 1992) 
lbTx-Ntx ** (Ferrat et al., 2001) 
BmTxl 1.5 IBIG <Blanc et al., 1998) 
BmTx2 1.6 2BMT (Blanc et al., 1998) 
NTx 2.1 JSXM (Dauplais et al., 1995) 
MgTx 2.2 - (Johnson et al., l 994) 
KTx 3.1 lKTX (Fernandez et al., 1994) 
AgTx2 3.2 IAGT (Krezcl et al., 1995) 
AgTx 3.4 - (Aiyaretal., 1995) 
BmKTx 3.6 IBKT Renisio no publicada ' 

OsKI 3.7 ISCO (Jaravine et al., 1997) 
TsTxa. 4.1 1HP2 (Ellis et al., 200 l) 
TsK 4.2 ITSK (Blanc et al., 1997) 
LTxl 5.1 JSCY (Martins et al., 1995) 
POS 5.2 IPNH (Meunier et al., 1993) 
Pil 6.1 2PTA (Tenenholz et al., 1997) 
MTx 6.2 lMTX (Blanc et al., 1997) 
HsTxl 6.3 IDUZ (Savarin et al., 1999) 
Pi7 6.5 IOKY (Dclcpierrc et al., 1999) 
Pi2 7.1 IC49 (Klenk et al., 2000) 
Pi3 7.2 IC49 (Klenk et al., 2000) 
POI 8.1 JACW (Blanc et al., 1996) 
Tel 13.1 lJLZ (Wangct al., 2002) 

Tabla 1: Las toxinas se enlistan de acuerdo a la familia a la que pertencen además de su 

clasificación, el número de acceso en la base de datos de proteínas PDB y la referencia en la 

que se publicó dicha estructura. * * significa: estructuras con mutaciones puntuales, de!eciones 

o bien constmcciones quiméricas. 

Recientemente se han realizado estudios por dinámica molecular para tratar de conocer aún más 

acerca de las toxinas (Canto et al., 1999) y de la interacción toxina-canal (Cui et al., 2001). En 
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la figura 7 se muestra el modelo por dinámica molecular de la interacción de la toxina Lq2 con 

el canal KcsA. El· canal se ha sensibilizado mediante tres mutaciones en el poro que 

incrementan su afinidad_haci~ lás toxinas de alacrán. La figura 7 muestra la orientación de Ja 

molécula peptídica y de su receptor. Los residuos críticos en esta relación se señalan de manera 

explicita. 

1.2.3 Toxinas bloqueadoras del MaxiK 

Las toxinas que bloquean con gran afinidad a algunos tipos de MaxiK (ds/o, ms/o y rslo) son: 

Caribdotoxina (ChTX, aKTxJ.I) (Miller et al., 1985) Iberiotoxina (lbTx, aKTxl.3) (Galvez et 

al., 1990; Candia et al., 1992) y Limbatllstoxina(LbT.l(, aKT.l(l.4) (Gal~ez e.t aL, 1990). Estas 

tres toxinas fonnan parte de la subfamilia aKTxl. E~ist~n otras tJxiri~~ clC: dlfc~ente subfamilia 

que bloquean al MaxiK aunque con menor afinidad: Kaliotoxina (KTx, ciKTx3.1) (Crest y 

Gola, 1993) y Noxiustoxina (NTx, aKTx2.I ) (Valdivia et al., 1988). Del veneno del alacrán 

chino Buthus martensi se aislaron dos nuevas toxinas: BmTxl y BmTx2. Mediante 

experimentos de competencia con ChTx, en membranas de sarcolema de aorta bovina, se 

determinó el valor de ICso = 0.3-0.6 nM (Romi-Lebrun et al., 1997). 

Hasta antes de este trabajo la IbTx se consideraba la toxina más potente (Kd "" l nM) y 

específica hacia el MaxiK, sin embargo la Slotoxina se asemeja a ella en ambas cualidades 

(Garcia-Valdes et al., 200 l ). 
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Figura 7. Interacciones canal-toxi11a. Las dos moléculas estan representadas por estn1cturas 

de listón. Los contactos más cercanos y probables son los que se establecen entre Toxina-K27: 

Canal-Y78 (A-C), Toxina-R25 : Canal-P55 (C) y Toxina-R34 : Cana/-079. La orientación 

coincide con los reportados previamente para AgTx2 y el Shaker. 

iL,_ ..... 
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1.3 Antecedentes 

El MaxiK es un canal prácticamente ubicuo, pero la combinación con subunidades J3 es 

esencialmente tejido-específica. La ChTx e JbTx son las dos toxinas más potentes que se 

conocen sobre el MaxiK formado por a, sin embargo la segunda es la única toxina específica 

sobre este canal. La coexpresión de la subunidad J3 vuelve al canal resistente hacia el bloqueo 

de estas dos toxinas como se reporta en Meera et al., ( 1999). De esta manera, el encontrar 

ligandos específicos para disecar al MaxiK en cualquiera de sus posibles arreglos funcionales es 

de particular importancia. 

El estudiar los venenos de alacrán, de manera sistemática y bien dirigida, por el sólo interés 

médico que representa la picadura de alacrán es ya de por sí un motivo bien fundamentado para 

llevar a cabo este trabajo. Un aliciente más, es la esperanza de encontrar ligandos específicos 

que actuen sobre un canal particular para emplearlos con fines terapcúticos en el f'uturo. Así 

pues, con este marco de referencia, nos dirigimos hacia Ja búsqueda de nuevos ligandos 

específicos para el MaxiK. 

El único antecedente directo de neurotoxinas aisladas de alacranes mexicanos que bloquearan al 

MaxiK, que se tenía al empezar este trabajo, era el artículo publicado por Valdivia y 

colaboradores (1988). En ese trabajo, realizado con membranas de músculo esquelético 

incorporadas a bicapas lipídicas, se calculó una constante de afinidad para la Noxiustoxina 

(NTx) de 450nM. Se observó que la disociación de la NTx era más rápida comparada con la de 

ChTx y se pensó que el sitio receptor del canal podría ser diferente, sin embargo ahora se sabe 

que no es así. Por otra parte, trabajos realizados en nuestro laboratorio han mostrado la 

existencia de "mutantes naturales" en el veneno del alacrán Pandinus imperator que con un 

sólo aminoácido diferente presentan cambios importantes en afinidad sobre el mismo canal 

receptor Shaker B (Olamendi-Porlugal et al., 1998; Gomez-Lagunas et al., 1996). Se sabe, 

además, que en el veneno de Centruroides noxius (C.11.) existen por lo menos dos toxinas que 

inhiben el canal herg (Gurrola et al., 1999; Scaloni et al., 2000) y, recientemente, se han 

encontrado en el veneno de otra especie (C. /ímpidus) toxinas similares con alta afinidad hacia 

este mismo canal (resultados no publicados). Lo anterior es muy factible ya que se encontró 

una misma toxina (PO l) en tres diferentes especies de alacranes (Zerrouk et al., 1996). 
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1.3.1 Justificación: 

Dada la importancia~quc .tiene .este. canal para la fisiología celular, .cl .. cstudio de .diferentes 

venenos para encontrar·'~uevbs y más potentes inhibidores es una t~iea.cÍe gran relevancia .. En 

este trabajo se estudió el veneno de varios alacranes que habitan c11 • ~drriJD.'rió m.exiCano (c. 

noxius, C. sculpturaÚ~s. C,e.i:ilicauda, Hadrums gertschi, y Am1rocidÍ11)~;~hdid4~~fy111;) con el 

objeto de encontrarpéptidos que modifiquen la actividad del MaxiK .. :'. 

26 



1.4 Objetfrt>s 

1.4. l Objetivo General: 

Ensayar el veneno de diferentes especies de alacranes mexicanos para encontrar péptidos con 

actividad hacia el MaxiK. 

1.4.2 Objetivos particulares 

-Implementar el sistema de expresión heteróloga, en ovocitos de Xenopus, del canal hslo de 

miometrio humano. 

... . ,. , 

-Montar el sistema de registro usando la técnica de fijación de voHaje con dos electrodos TEV. 

. - - -

-Ensayar en el MaxiK lá actividad ¡:le veneno total y fracciones parciales de va;ias especies de 

alacranes que habitan e~!aiépÍlbÚca Mexicana; 

-Caracterizar .et (l()s)pé~Ú~iJ,(s)de interés. 

Verificar si Ja afinidad dé esfa toxina se modifica al coexpresar a. con Ja subunidades 

reguladoras J31 ó ¡34. 

-Estudiar la especificidad de Ja toxina con mayor afinidad en otros canales de potasio. 

-Por último, tratar de explicar la falta .de actividad de esta toxina en otros canales usando 

modelos tridimensionales aproximados. 
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2 MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 So/11ciones pura registro electrojisiológico 

En todas las mediciones electrofisiológicas se utilizaron reactivos grado analítico disueltos en 

agua desionizada (MilliQ) y posteriormente percolados a través de filtros: Millex-GP, 0.22µm o 

Nalgene Filterware 0.2 µm (250 mi). Para los canales Kvl.l, Shaker-IR, hs/o, IR.K y herg, en 

la técnica fijación de voltaje con dos electrodos TEV, se utilizaron como soluciones de baño: 

ND96, ([mM]: 100, NaCI; 2, KCI; 1.8, CaCl.1; 1, MgCl2; 5, HEPES pH=7.0 Nuo11) o 

ND96modiliClldo· En los experimentos con canales SKI, SK2, SK3, ds/o y hs/o, en la técnica de 

patch clamp (célula unida, cell attached; lo de dentro hacia afuera, inside-out; y lo de fuera 

hacia afuera outside-out), los medios usados fueron KMES ([mM]: 110, KMES; 5, KCI; 5, 

HEDTA; 10, HEPES, pH=7.0) o KMESmodilicudo· Las soluciones de ND96-Calijo se prepararon 

por adición de cantidades variables de CaCli según el programa Chelator (Schoenmakers et al., 

1992). Se trazó una curva de calibración usando un electrodo selectivo a calcio y soluciones 

standard a pCa= 8, 7, 6, 5, 4 y 3 (CALBUF-1, World Prccision Instruments). En ND96-Kvuriublc se 

sustituyeron cantidades equimolarcs de sodio por potasio. 

2.2 Obtención de lo.~ ovocitos de Xe1wp11.\' laevis. 

Fundamentalmente se utilizó la técnica descrita por Diaz et al., ( 1996) y Shih et al., ( 1998). 

Las ranas se anestesiaron por inmersión durante 20-40 minutos en una solución de tricaína 

0.15-0.17% pH=7.0cNuOIIJ a 4ºC. Se recostaron en una "cama de hielo" y se cubrieron con el 

mismo a excepción del abdomen. Se les hizo una pequeña incisión (-lcm) y se extrajeron uno 

o dos lóbulos ováricos. A partir de este paso todo el procedimiento restante se realizó a una 

tempertaura de l 8ºC. Los lóbulos se disgregaron mecánicamente con pinzas de disección 

(Dumont #55, Fine Scicnce Tools) hasta pequeños cúmulos de 4-6 ovocitos. Los ovocitos se 

enjuagaron 4-6 veces en solución estéril OR-2 "libre de calcio" ([mM]: 82.5, NaCl; 2, KCI; l, 

MgCl2; 5, HEPES, pH=7.ÜN11011). Se incubaron en una solución de colagenasa (tipo IA) 2mg/ml 

(Sigma) durante 15-20 minutos y después se enjuagaron varias veces con medio OR-2. Se 

colocaron en una solución compuesta por ND96/0R-2 (l :4) durante una hora y posteriormente 

se incubaron con la misma mezcla, pero en una relación 1 :3, durante 30 minutos y agitación 

constante. Finalmente, se enjuagaron y se mantuvieron en solución ND96 con gentamicina (50 
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~1g/ml). Los ovocitos defoliculados más saludables en etapa IV o V (de desarrollo) se 

seleccionaron e inyectaron en el polo animal. Los ovocitos se inyectaron el mismo día por lo 

menos 2 horas después de haberse preparado o al día siguiente. El medio se cambió 

diariamente. 

2.3 Expresián de cuna/es de potasio en ovacitos. 

Los reactivos, material y agua usada en la obtención y manejo del RNA se trataron de acuerdo 

a los protocolos básicos para trabajar en condiciones libres de RNAsa reportados en Sambrook 

et al., (1989). 

Los plásmidos que contenían cada uno de los diferentes cDNA's fueron amablemente donados 

por investigadores de diferentes universidades de Estados Unidos: Ligia Toro de la Universidad 

de California en Los Angeles, hslo, dvlo y Shaker-rR; Gail Robertson de la Universidad de 

Madison, herg; Mauricio Monta) de la Universidad de California en San Diego, Kvl. I; Rolf 

Joho de la Universidad de Texas, IRK; y por John Adelman del Instituto Vollum, Oregon SKI, 

SK2 y SK3. 

Bacterias de la cepa BL2 l se transformaron mediante electroporación. Las bacterias 

transfürmantes se recuperaron y crecieron durante 40-60 minutos en medio SOC. Se cultivaron 

en medio luria sólido con ampicilina (200 µg/ml) durante toda la noche. Dos colonias se 

seleccionaron y se cultivaron en medio luria líquido con ampicilina (50 µg/ml) durante toda la 

noche. Finalmente, el DNA se recuperó mediante "Plasmid MiniKit" o "Endo free plasmid 

MaxiKit" de Qiagen. 

Tres miligramos de cDNA para cada uno de los canales se lincarizaron utilizando diferentes 

enzimas de restricción (véase tabla 2) de acuerdo a lo especificado por el fabricante o según los 

protocolos básicos de biología molecular (Sambrook et al., 1989). Las reacciones se evaluaron 

mediante el corrimiento de una alícuota en geles de agarosa al 1%. El DNA lineariz.ado se 

extrajo con la mezcla fcnol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) en medio acetato de 

amonio 0.3M, pH 7.0. Los restos fcnólicos se re-extrajeron de la fase acuosa con cloforomo y 

los remanentes del mismo se eliminaron con éter etílico. Al final, el DNA se precipitó con 
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etanol al l 00%. El precipitado se lavó con etanol al 70%. En el caso de los canales SK, este 

procedimiento de purificación inhibía la reacción de transcripción y por ello fué necesaria Ja 

purificación del DNA mediante corrimiento en gel de la mezcla de reacción y. se recuperó la 

banda de interés usando "QIAEXII gel extraction kit" de Qiagen. La cuantificación de los 

DNA's linearizados puros se efectuó por medición de la absorbancia a 260 nm. 

La transcripción de las diferentes subunidades se llevó a cabo siguiendo los lineamientos 

sugeridos en el estuche "Ambion Mcssagc Machine". 50 ni de RNA mensajero de subunidad a 

(1-2 ng) se inyectaron a los ovocitos seleccionados. Para el MaxiK, el RNA de la subunidades 

¡31 ó ¡34 se mezclaron con el de la subunidad a en una relación molar de 20:1. Los ovocitos se 

incubaron hasta su uso en ND96 con gcntamicina (50 µg/ml). 

Tabla 2. Enzimas usadas para li11earizar el cDNA y p"ra la obte11ción del cRNA. 

CONA Enzima de restricción RNA Polimerasa 

Hslo HindIII T7 

Dslo Notl T7 

Kvl.I Nhel T7 

ShIR Notl T7 

herf! Hindlll T7 

SKI Mlul SP6 

SK2 Pvul SP6 

SK3 Mlul SP6 

2.4 Caruc:terizació11 del Ma.xiK 

En los ovocitos control, aún la más cuidadosa inserción de los electrodos provocaban un 

incremento transitorio de Ca intracelular que se disipaba en 3-5 minutos. La viabilidad de las 

células después de la inserción se dedujo por el valor del potencial de membrana Em y Ja 

corriente de fuga IL que presentaron. Valores de -30 mV;;:: Em;:; -50 mV y de -50 nA;;:: IL ;;::-

150 nA (a potencial de mantenimiento, Hp = -60 mV) se consideraron adecuados. En ovocitos 

control se registraron corrientes endógenas a potenciales muy hiperpolarizados E< -120 mV y 

depolarizados E ;:; 80mV. Las corrientes registradas a E ::::: 80mV se cree eran corrientes 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

30 



salientes a través de canales de clóro activados por calcio (Ic1cn) y concuerdan con lo reportado 

previamente (Stuhmer, 1992). 

Las corrientes macroscópicas del MaxiK se caracterizaron usando diferentes medios, en 

presencia de activadores y bloqueadores mediante la técnica de TEV. Los ovocitos que 

expresan el MaxiK presentaron corrientes salientes sin inactivación a partir de E;;:: O mV y se 

asemejan a lo reportado en Ottolia y Toro, (1994). En ovocitos cuya exp;~~iÓn'~~s~~leJ~da, el 
¡ ,,-:·---' .. ;: 

cociente de corrientes: Icnú1\gcnusllMa.-.;iK füe variable en el intervalo de 0~80 mv. En este trabajo 
, ···:. '.:?;-:''<'":,' ''.5·~:'--.··::·;::, 

sólo se usaron ovocitos que presentaban cocientes adecuados en elintervalC>}§~IlÍY'.~E< +so 
mV. Se comprobó que no hay debilitamiento de la señal o lavado de~las ~Óflientes rundown, 

mediante la aplicación de protocolos de prueba repetitivos cada 30 se~ÚncÍgs:h~~la por 45 

minutos. Este espacio temporal fue mayor al utilizado en cualquiera de los ~xb~ri~entós que se 

realizaron por esta técnica. 

Las corrientes macroscópicas del MaxiK son dependientes de la concentración de calcio en el 

baño y se incrementan con la presencia de fenamatos. A potenciales despolarizantes, la entrada 

de calcio a ,tr~J~s de canales endógenos provoca incremento transitorio de su concentración, 

elevando así la probabilidad de apertura (Po) del MaxiK y por consiguiente la corriente saliente 

de potasio. Al reducir o eliminar el calcio extracelular se observa disminución de las corrientes. 

Se registraron corrientes a través del MaxiK en medio ND 96 libre de calcio, lmM y 10 mM y 

se comprobó esta dependencia al calcio extracelular. Si se inyecta calcio a los ovocitos 

mediante una tercera pipeta, las corrientes dependientes de calcio se incrementan de manera 

dramática. En medio KMES la concentración de cloruro se redujo hasta l O mM ya que se 

sustituyó por el ión metanosulfonato. En estas condiciones los canales endógenos de cloro no 

se activaban; sin embargo, la fijación del potencial en el sistema parecía no ser lo 

suficientemente rápida y se descartó este medio. 

Los fcnamatos activan al MaxiK. A diferencia de la activación por calcio, el ácido flufenámico 

y niflúmico presentan una doble función: activan al MaxiK y bloquean las corrientes de cloro 

endógenas mejorando el cociente de corrientes. En la figura 8 se muestran los trazos para el 

MaxiK en medio ND96 (a), ND96+ 300µM de ácido niflúmico (b) y ND96 + 300µM de ácido 

flufcnámico (e). Se observa el incremento en la corriente del MaxiK por adición de ácido 
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nitlúmico, ácido fluflenámico 300µM a los 5 minutos de. aplicación de, los. fenamatos. La 
.. ~ . . . ·: . . ·. 

perfusión de bloqueadores externos confirmaron· la natural~Za d~ las corri6ntes observadas. No 

se observó cambio alguno con la adición de 1 mM 'de ámirÍ?piridÍn!l~c.bfoqueador de; canales de 

potasio dependientes de voltaje. La adición de T~A (2:;~~~) y 'c~si~ {]O ':ri~) ~f~dujo bloqueo 

reversible de la corriente. 

a b e 

L r 
r ,. 
r r 
r ~ 

~ 

~ 

Figura 8: Corrie11tes .mlie11tes del lis/o e11 ovocitos de Xe11opus. Corrientes macroscópicas 

normalizadas con respecto al trazo inicial obtenido a E = +80 m V (tiempo cero). a) Trazo 

control realizado en medio ND96. b) ND96 + 300 pM de ácido niflzímico y e) ND96 + 300¡.tM 

de ácido jlufenámico después de 5 minutos de incubación (dijeren/es ovocitos). Protocolo de 

pulsos: Hp = -60 mV, pulsos depolarizantes suscesivos desde -60 mV hasta+ 80 mV cada 10 

m V durante 20 ms. Escala de O. 3 y 2. O ms. 

2.5 Aislamiento de toxinas de alacrú11 

El veneno de las diferentes especies de alacrán se extrajo por estimulación eléctrica, se 

resuspendió en agua bidestilada y se centrifugó durante 15 minutos a 10,000 x g. El 

sobrenadantc se recuperó, liofilizó y almacenó a -20ºC hasta su uso posterior. El primer paso 

de purificación se realizó por cromatografia mediante exclusión molecular (excepto para C. 

exilicauda, y C. sculplllratus, ver mas adelante) en columnas de 0.9 x 190 cm empacadas con 

Sephadex 050 medio. En el segundo paso se utilizó cromatografia líquida de alta resolución 

(CLAR) mediante el mecanismo de fase reversa a través de columna C1R semipreparativa. La 

repurificaeión final de SloTx y CeTx se realizó en columna C1s analítica. En el caso de C. 
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exilicauda y C. sculpturatus, .1.5 mg de veneno total liofilizado se cargaron directamente al 

cromatógrafo. Detalles de las diferentes separaciones se enuncian en los pies· de figura 

correspondientes . 

Para los estudios de actividad hacia el MaxiK, las toxinas se disolvieron en solución externa 

de registro (ND96 o KMES) que con ten fa 0.001 % de álbúmina de suero bovfnica BSA. Para 

despegar las toxinas del sitio de unión se pcrfundió la solución externa con BSA al 0.001 %. 

2. 6 Secuencia ami11oucídica de péptidos puros. 

Una vez que se aislaron y detectaron los péptidos puros que poseen actividad inhibitoria sobre 

el MaxiK se procedió a descifrar su secuencia. Para la Slotoxina SloTx, se obtuvo la secuencia 

parcial mediante la reacción de degradación de Edman en un secuenciador automático (LF3000 

Protcin Scqucnccr, Bcckman). Muestras de aproximadamente lnmol tanto de toxina nativa 

como de toxina reducida y alquilada se aplicaron al secuenciador. Por otra parle se realizó una 

digestión del péptido con bromuro de cianógeno (CNBr), previo bloqueo del amino terminal, y 

se secuenció parte del C-terminal. El último residuo se dedujo mediante análisis de 

Espectromctría de Masas (EM) en un instrumento equipado con radiación lasscr a 337 nm 

(Voyager DE-PRO, PerSeptive Biosystcms). La secuenciación directa del péptido CeTx 

produjo una secuencia parcial de 25 residuos (24 de ellos inequívocos). La cantidad de péptido 

es, hasta el momento, insuficiente para completarla. 

2. 7 Bloqueo del MaxiK por fracc:io11es y ve11e110 total de alacrá11. 

Los ensayos de actividad bloqueadora se realizaron sobre canales dependientes de voltaje, 

incluyendo al MaxiK, usando la técnica de TEV. En cada uno de los pasos de purificación se 

determinó la actividad de las fracciones. Las tres fracciones principales (1, 11 y lll) de la 

separación del veneno de C. noxius por Sephadex GSO se aplicaron a concentración de 30 

µg/ml. Cada uno de los 22 componentes de la fracción 11.2 se evaluaron a 20 µg/ml. 

Finalmente la fracción 11.2.22 se purificó en columna analítica C 1H (microbore) y el componente 

principal se probó a 1 O µg/ml. 
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2.8 Determinación de las constantes de asociación km,, disociación ko¡fi y de afinidad Kd de 

péptidos puros. 

Las constantes cinéticas se calcularon a partir de los experimentos realizados mediante la 

técnica de outside-out patch. Las pipetas de tamaño y geometría adecuada presentaron 

resistencia de 2-4 MQ al llenarse con la solución de trabajo. Para que el MaxiK estuviera 

prácticamente abierto todo el tiempo (probabilidad de apertura, Po"" 1) se utilizó como solución 

interna KMES a Ca = 84µM. Sólo se seleccionaron los parches que presentaron corrientes 

estables mayores de 2nA .y corriente mínima de fuga. La estabilidad de las corrientes se 

verificó por la aplicación de pulsos repetitivos de prueba durante 30 minutos (Hp =O mV, pulso 

depolarizante de 40 mV, cada 2 segundos). La magnitud de las corrientes de fuga se determinó 

mediante la adición de TEA 10 mM. En caso de la coexpresión de las subunidades reguladoras 

131 ó j34 una tercera condición fue necesaria: la evidencia del desplazamiento de la curva 1 vs E 

hacia potenciales menores. El volúmen agregado de la fracción tóxica fue por lo menos diez 

veces el volúmen total de la celda de registro. El tiempo para llegar al estado de equilibrio 

varió de 2 a 25 minutos según se tratara de canales formados por ex o por ex+ p. El tiempo para 

la disociación fue mayor a 30 minutos. En todos los casos, las corrientes se promediaron en los 

últimos diez milisegundos de cada pulso de prueba y se trazaron gráficas en función del tiempo 

transcurrido desde el inicio de la aplicación o lavado de la toxina. El valor de la corriente 

durante todo el experimento se nonnalizó en función del promedio de la corriente inicial (lo). 

En la figura 9 se muestra un experimento para el bloqueo y lavado de toxina. Se observan 

cuatro zonas diferentes: Il y llI, dependientes del tiempo; 1 y IV, prácticamente independientes 

de tiempo. Para caracterizar completamente el experimento se aplicaron diferentes ecuaciones 

para las zonas 11, III y IV. Para la zona l ninguna ecuación se dedujo ya que en ella se 

encuentran los trazos "control". 

En la zona Ill se ha alcanzado el equilibrio y por consecuencia esta representado por la 

ecuación termodinámica de disociación Kd. 

En el equilibrio tenemos la expresión: 

Canal+ Toxina E krln ) Canal - Toxina 
kt¡//' 

rearreglando la expresión queda: 

Kd = [Canal][Toxina] 
[Canal -Toxina] 
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KJ [Canal] = canales 11 nob/oqueados 11 

[Toxina], [Canal - Toxina] canales" bloqueados 11 

Considerando que P0-l, las dos únicas configuraciones para los canales en presencia de toxina 

son: abiertos (can~les conductores) o abiertos bloqueados (no conductores). En las ecuaciones: 

Canal, representa al canal abierto (conductor); Canal-Toxina, al canal abierto y bloqueado (no 

concluctor);-y Cqlfal,~~~1.,es fa'sLirila de los dos términos anteriores. Si se representan estas dos 

configuraci~nis .66~1ll'o 6oncentraciones: 

K,1· "canales conductores" 
[Toxina] "canales no conductores" 

[Canal]+ [Canal -Toxina]= [Ccmal],,,,,,1 

si además: 

x = fracción de canales conductores y = fracción de canales no conductores 

Tenemos: 

[Canal] x 
----''-------- = -

[Toxina] [Canal -Toxina] y 

De la figura 9, tomando los valores de corriente inicial lo y al equilibrio l.,q 

Finalmente tenemos la expresión en parámetros experimentales: 

KJ X J,~, -=---
[Toxina] y 10 -1,q 
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En la Zona U, la toxina se une al canal y el proceso es dependiente deltiempo. La ecuación 

que representa el curso temporal de la amplitud de la corriente es .en términos de parámetros 

experimentales y en función de las constantes cinéticas: 

1(1) = [/,º. ] +[10 - [/,". ]]exp{-(kug+[Toxina]*ku11 )ll.t}. 
l+ oxma l+ oxma 

Kd Kd 

En la zona IV, la toxina se despega del canal y es un proceso que depende del tiempo. La 

expresión es la siguiente: 

lctl = x* 10 +(l-x)*10 cxp{-{ k0.ff +[To.\·ina]* k,,,, )At} 

1 1 1 

1•11•nI' IV 
1 1 1 

1 Norm lott) 
,¡, 

1.0 - lu 

0.5 

o 
o 20 40 60 80 

Tiempo 

Figura 9: Curso temporal de corrie11tes 11or111alizadas para Ja 1111ión y lavado tle toxina sobre 

ca11a/es tle potasio. Las fechas verticales marcan el tiempo de adición para la toxina. tom: y la 

solución de lavado tom· 111 y lcq son la amplitud de corriente inicial y en el equilibio. 

Las tres ecuaciones finales se ajustaron mediante algoritmos creados en cxccl y se encontraron 

los valores de cada una de las constantes cinéticas. 
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2.9 Obte11ción de estructuras tridimensionales y potenciales electrostático de to.~inas y 

ctmales. 

Se obtuvieron varias estructuras tridimensionales aproximadas para toxinas y canales. Las 

estructuras de toxinas de la familia aKTxl sirvieron como apoyo para tratar de explicar el 

mecanismo por el cual la SloTx sólo se une al MaxiK. Las estructur11s de toxinas bloqueadoras 

de canales SK, herg e IRK y las estructuras de los mismos canales, nos permitieron conocer las 

regiones o residuos importantes para su interacción .. La informaci~n obtenida nos ayudará en la 

discusión para explicar la alta afinidad y especificidad de la~l~~~?g~~~c; ~Fi\.i~i,K. · . 
. . . ·.. · -: · · : .. \ ;:·: :>\:t~~~~<\~:~L'.:·;·.~'.:: .. : :: "·-::·J, 

Todas la estructuras se generaron a partir del modelad~ po~ hoiri¿l,~gí~:usancl~ el. programa 

Swiss-PDB-Viewer (SPDBV) y la información estructural de toxinas y del canal de potasio 

KcsA. En varias de ellas se realizaron mutaciones puntuales. La minimización energética se 

calculó mediante el módulo GROMOS 36 que posee el programa SPDBV mediante 500-1000 

pasos (hasta alcanzar una variacion menor del 1 %) considerando enlaces, ángulos, torsiones, 

interaciones electrostáticas y enlaces no formados. Los potenciales electrostáticos se calcularon 

mediante la ecuación de Poisson-Boltzman tomando en cuenta únicamente los residuos 

cargados; los valores de constante dieléctrica para agua y proteínas de 80 y 4 respectivamente; y 

en la mayoría de los casos, fuerza iónica nula. 

Las estructuras obtenidas en este trabajo son: toxinas, (IbTx, LbTx, SloTx, TsK, Pi 1, MTx, y 

BeKm-1); canales, (KcsA-3M, 1RK2.I, ROMKl, Shaker, hslo, ds/o, dslo-IM, SKI, SK2 y 

SK3). Todas ellas estan marcadas con asterisco en los anexos 2-7. 
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3 RESULTADOS 

Los resultados de este trabajo se presentan en dos partes: resultados publicados y resultados no 

publicados. En el artículo publicado como primer autor, que se presenta en el anexo 1, se describe 

parte del trabajo realizado durante el entrenamiento doctoral. 

Garcfa-Valdés, J., Zamudio, F.Z., Toro, L. and Possani, L.D. (2001). "Slotoxin, aKTxl.11, a 

new scorpion peptidé blocker of MaxiK channels that differentiates between a and a.+¡3 (¡31 or 

¡34) complexes'' FEBS Lette~s 5ot 369~J73. 

En el anexo 1 se incluye otro artículo que a pesar de no formar parte del tema central de esta tesis; 

fue realizado en sus inicios y gracias a la infraestructura creada durante este periodo de aprendizaje 

doctoral. En este segundo artículo soy co-autor: 

Pardo-López, L., Garc!a-Valdés, J., Gurrola, G.B., Robertson, O.A. and Possani L.D. (2002). 

"Mapping the receptor site for ergtoxin, a specific blocker of ERG channels" FEBS Lellers 510, 

45-49. 

3.1 Resultados Publicados 

3.1.1 Aislamiento y caracterización del veneno de C. noxius. 

La fracción soluble en agua del veneno de C. noxius se eluyó a través de una columna 

Sephadex OSO y se resolvieron tres fracciones distintas (figura 1 Oa, I, Il y lll). De ellas sólo la 

fracción II fue capaz de inhibir las corrientes a través del MaxiK a concentración de 30µg/ml. 

Al separar esta fracción por cromatografia líquida de alta resolución CLAR se obtuvo un 

cromatograma con un patrón de separación complejo (figura IOb). Para facilitar la 

identificación de péptidos activos los componentes se agruparon en seis fracciones "sintéticas" 

(11.1-II.6) marcadas con barras al pie del cromatograma. Únicamente 11.2 mostró actividad a 

concentración de 22 µg/ml (n=3). Esta fracción está compuesta de 22 componentes (inserto 

izquierdo figura lOb) pero sólo el componente 22, marcado con asterisco bloqueó al MaxiK (n 

= 3). El inserto derecho de la figura lOb muestra el componente II.2.22 purificado a 

homogeneidad y al parecer es el único responsable de las propiedades inhibitorias de las 
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fracciones II yll.2. El péptido puro corresponde aproximadamente al 0.5% del veneno soluble 

en agua, calculado a partir de los porcentajes reportados en los distintos cromatogramas a través 

de la separación. · 

3.1.2 Secuencia primaria de /afracción ll.2.22. 

El péptido puro Il.2.22 se secuenció y los primeros 36 residuos füeron identificados de manera 

inequívoca (figura 11 a marcados con una flecha y la letra 11). La presencia de una metionina en 

Ja posición 29 nos permitió el rompimiento del péptido con bromuro de cianógenó CNBr. La 

determinación de Ja secuencia del péptido truncado y alquilado confirmó siete de los ocho 

aminoácidos restantes (figura ! la, marcados por una flecha y CNBr). El último residuo se 

obtuvo por análisis de espectrometría de masas EM (figura 11 a punta de flecha marcada con 

EM). El péptido nativo presenta un ión molecular de 4082.82 que se muestra en la figura 1 Oc. 

Los primeros 36 residuos contabilizan para una masa de 3983.83 tomando en cuenta los tres 

enlaces disulfuro característicos de la toxinas bloqueadoras del MaxiK. El aminoácido faltante 

debe poseer una masa de 99.01, Ja cual corresponde exactamente a Ja masa del residuo valina. 

Por Jo tanto es muy probable que Ja secuencia completa contenga 37 aminoácidos. La 

comparación de secuencias muestra que el péptido posee mucha similitud con la subfamilia de 

la Caribdotoxina a.KTx l. La nueva toxina presenta una identidad de 84%, 76% y 54% con 

respecto a Limbatustoxina (LbTx: a.KTx 1.4), lberiotoxina (lbTx: a.KTxl.3) y Caribdotoxina 

(ChTx: a.KTxl.I), respectivamente (figura l lb). Se decidió clasificar la nueva toxina, 

a.KTx 1.11, de acuerdo a la nomenclatura internacional propuesta recientemente por Tytgat et al 

(1999). 

Conforme a su similitud de secuencia con toxinas como LbTx, IbTx y ChTx; a.KTx 1.11 es 

también un potente bloqueador del MaxiK de mamífero (s/o). A la toxina a.KTxl.11 se le dió 

el nombre común de Slotoxina (SloTx). 
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Figura 1 O. Separació11 tlel vene110 de C. noxius y espectro de masas del péptido inllibidor. a) 

Tres fracciones (1-111) se obtuvieron en la separación de 80 mg de veneno total de C. noxius a 

través de Sephadex G50. La fase móvil estuvo compuesta por amortiguador de acetato de 

amonio pH 4. 7. h) La fracción activa se separó por CLAR utilizando columna de.fase reversa 

semipreparativa C1x, con gradiente lineal de la solución A (0.12% de ácido 

trifluoroacético/agua) hasta 60% de la solución B (0.10% de ácido 

trffluoroacéticolacetonitrilo). Inserto izquierdo: /afracción 11 se separó ~<través. de una 

columna analítica Crs de fase reversa con un gradiente lineal de la solución B (5% a 40%) en 

90 minutos. inserto derecho: repur{ficación del componente 22 marcado con asterisco en el 

inserto izquierdo de b). e) Espectrometría de masas para el péptido homogéneo 11.2.22. En el 

espectro se muestra el ión molecular con valor de miz igual a 4082.83. 
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a) 

b) 

Secuencia primaria de aKTXJ.1 J 

10 20 30 
TFIDVDCTVSKECWAPCKAAFGVDRGKCMGKKCKCYV 
-----------------d-----------------> 

-CNBr-> 

10 20 30 

> 
EM 

(aKTxl.ll) TFIDVDCTVSKECWAPCKAAFGVDRGKCMGKKCKCYV 100% 

LbTx (aKTxl.4) v----s-s------------V-T-------------? 84% 

IbTx (aKTxl.3) z-T----s------sv--DL-------------R--Q 76% 

ChTx (aKTxl.l) Z-TN-S-T------SV-QRLHNTS-----N---R--S 54% 

Figura 11: Secue11cia primaria de aKTxl.11. a) Sec11encia de aminoéíciilos obtenida por 

secuenciación directa del péptido nativo (d), de la .fracción de/péptldo liberado por bromuro 

de cianógeno (CNBr) y por espectrometría de masas(EM). 'b)CoinJ7araciónd<} las secuencias 
¡ ;,.-·· 

del péptido puro (aKTxl.11), LbTx (aKTxl.4), lbTx (aK.1'xL3)y ChT.t{aKTxl.1)• Las toxinas 

.fueron alineadas con el programa Pileup de (Genelics Comp11ter Group). Guiones. residuos 

idénticos: signo de interrogación, residuos desconocidos. 

3. 1.3 Afinidad de la toxina aKTx 1.1 /,<;obre el MaxiK. 

La técnica de fijación de voltaje con dos electrodos TEV se utilizó en todo el proceso de 

aislamiento para medir la actividad de las diferentes fracciones sobre las corrientes del MaxiK. 

Las fraccciones II, II.2 y 11.2.22 produjeron inhibición en las corrientes del MaxiK. 

La cinética de bloqueo del péptido puro se determinó usando outside-out patches en 

condiciones de alta probabilidad de apertura (84pM; +40mV). En el inserto de la figura 12a se 

observa que FPo es cercana a un 90% lo cual confirma que el canal se encuentra en estado 

abierto el 90% del tiempo. La adición de 100 nM de SloTx bloqueó mas del 90% de la 

corriente normalizada inicial (figura 12a), la cual fué prácticamente bloqueada en su totalidad 
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por adición de TEA 1 O mM. El estado estacionario se alcanzó en 15-30 segundos y fue 

completamente reversible (figura>l2a; lávado). La figura 12b muestra registros típicos de la 

corriente normalizada en diferentes condiciones: antes ( 1 ), después de la adición de la toxina (2) 

y después del lavado (3). Los datos en cada una de las zonas se ajustaron perfectamente a una 

reacción de bloqueo bimolecular (característica de las toxinas aKTx). Para incrementar la 

certidumbre en las mediciones de k,111 se realizaron experimentos adicionales a una 

concentración menor de SloTx ( 1 O nM). Las ecuaciones que se usaron para ajustar los datos se 

presentaron en la sección 2.8 del Capítulo II: Materiales y Métodos. Los valores de las 

constantes obtenidas fueron: km., (3.9 ± 2.2) x 106 M" 1 s·', k,ú/·(4.8 ± 1.7) x 10·3 s·•, y Kd, 1.5 ± 

0.8 nM. Los valores de k,,11 y koff para SloTx son muy parecidos a los de la IbTx, pero son un 

orden de magnitud menor con respecto a los reportados para la ChTx. 

a 
1 control 

200p~ 2 SloTx 

TEA 
5ms 

FPo 

:rnmv 
-100 o 100 

+40mV r--9'' 
1 40 ms 1 

OmV ' 

21 

100 nM 

b "' 1 + 
"C 1 "' .t:I 
¡¡¡ 

E 
o z o. Q) -e 
Q) 

'E 
o 

(.) o 
o 10 20 30 40 
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ICJ 

Figura 12. Inhibición de corrientes Je/ MaxiK por SloTx (aKTxl.l 1). a) Se registraron las 

corrientes generadas a + 40 mV desde Hp = O mV cada 2 segundos (inserto inferior). Se 

muestran los trazos a tiempos específicos indicados para las condiciones 1: control, 2: en 

presencia de toxina, y 3: después del lavado. Se probó el TEA = 10 mM antes de la aplicación 

de la toxina. h) Corrientes estacionarias en jimción del tiempo (promedio de los 1 O ms finales 

de cada pulso como se muestra en protocolo de pulsos del inserto en a). Las flechas marcan la 

adición de toxina y el lavado. Las lineas en gris representan el mejor ajuste del proceso, 

considerando una reacción bimolecular de bloqueo. 
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3.1.4 Modulación de la interacción SloTx-MaxiK por s11bunitlatles p 
Se conoce que la coexpresión de subunidad 13 cambia la sensibilidad al voltaje y calcio, la 

cinética y la farmacología de la subunidad a formadora del poro. Se investigó si las 

subunidades 131 ó 134 modifican el patrón de bloqueo de la SloTx sobre el MaxiK. Para ello en 

primer lugar se obtuvieron las curvas de activación en función del voltaje. 

En los insertos de la figura 13a y 13b se observa que la expresión de las subunidades 13 causan 

un desplazamiento de las curvas de activación de -85 mV para 131 y de -40 mV para 134• Los 

potenciales de activación media fueron de - 62 ± 8 para a+ 131 y de -17 ± 23 para a+ 134. La 

coexpresión de la subunidad:'J31 enlentece la constante de asociación por dos órdenes de 

magnitud (5.0 ± 2.8) x 104 M"1 s"1 (n=5) cuando se compara con la subunidad a (figura 13c). La 

constante de disociación disminuyó dramáticamente haciéndose prácticamente irreversible 

durante el espacio temporal del experimento (figura 13c). El bloqueo por TEA no se vió 

afectado por la presencia de 131-

En el caso de la subunidad 134 la velocidad de asociación fue mucho menor comparado con el 

valor obtenido para la coexpresión de 131. La constante kon disminuyó en cuatro órdenes de 

magnitud (5.9 ± 1.0) x 102 M"1 s·1 (n=4) cuando se compara con la subunidad a (figura 13d). La 

disociación fue irreversible durante 30 minutos. Debido a la drástica disminución de la kn,, fue 

necesario incrementar la concentración de toxina hasta lµM para poder evaluar la constante de 

asociación. Los trazos en la figura 13b ilustran el bloqueo de la corriente a -25 minutos, (2); 

-30 minutos de lavado, (3); y bloqueo completo por TEA 10 (mM). La figura 13e muestra la 

magnitud del bloqueo por SloTx en canales que expresados por a, a + ¡3 1 y a + 134 a una 

concentración similar de 100 nM. Para canales a y a + 131 el porcentaje de inhibición de 

corriente fue 90% mientras que para a+ 134 fue casi imperceptible. Parece que los canales a+ 

J3 son resistentes al bloqueo, pero una vez que estan, este estadío es aparentemente irreversible. 

Al parecer la unión de SloTx hacia el canal es 1 O veces más lenta que para la interacción del 

mismo con lbTx o ChTx. De hecho 100 nM de SloTx es incapaz de bloquear al canal en 5 

minutos mientras que la IbTx y ChTx lo hacen a un 20% (datos reportados en Mecra etal, 

(2000)). 
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Figura 13. Bloqueo de corriellfes del MaxiK formado por complejos a + /31 ó a+ p4• Se 

registraron las corrientes obtenidas por pulsos de + 40 m V desde Hp = O m V repetidos cada 2 

seg11ndos según el protocolo mostrado en el inserto (derecha). a) y b) Los trazos corresponden 

a diferentes condiciones: /, control; 2, en presencia de toxina; y 3, después del lavado. Se 

adicionó JO mM de TEA para comprobar la ausencia de corriente defi1ga. Las flechas marcan 

la adición de toxina y el lavado. e) y d) Corrientes estacionarias en función del tiempo. Las 

líneas en gris representan los datos ajustados considerando una reacción bimo/ecular. e) 

Corriente normalizada desp11és de 5 minutos para a, a + /31 y a + /34• La subunidad /1-t hace al 

MaxiK muy resistente al bloqueo por SloTx. 

3.1.S Especificidad de la SloTx sobre el MaxiK. 

La especificidad de la toxina SloTx se ensayo en diferentes tipos de canales de potasio como: 

dependientes de voltaje, Shaker-IR (canal Shaker sin la bola de inactivación), Kvl.1 y herg; 
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dependientes de voltaje y calcio, ds/o; dependientes d~ calcio, SKI, SK.2 y SK3; e 

independientes de voltaje, 1RK2;1. La técni.ca-deTEV se utilizó para todos los canales 

dependientes de yo)taje y Pará cLIR)(2.J mientras que la técnica de patch clamp se utilizó para 

todos los dependientes de calcio.>NirÍ~~l1o de estos canales mostró inhibición cuando se 

adicionó SloTx a concentraciones en el rango de hasta 300-500 nM durante 1 O minutos de 

equilibramiento. La falta de actividad de SloTx se asemeja al comportamiento de la IbTx hacia 

otros canales. En la tabla 3 se muestran los resultados resumidos para los ensayos de todos los 

canales estudiados. Se observa que la SloTx es específica para el MaxiK. 

Tabla 3 Especificidad de la toxina aKTxl.11 

Canal 

hSlo" 

dSloª, Kvl.lb, Hergb o IRK2.lb 

ShIRb 

SK 1 ª, SK2ª or SK3ª 

ªOutside-out patches en medio 11 O KMES. 

bTEV en medio ND96 o ND96modlficndo• 

3.2 Resultados no publicadas 

Veneno de otras especies de alacranes 

s íSloTxl (nM) Inhibición 

200 + 
300 -
350 . ' .. -
soá -

Conforme a lo descrito en los objetivos de esta tesis se ensayó el veneno de varios alacranes 

mexicanos sobre la función del MaxiK. Como ya se describió, el veneno del alacrán de Nayarit 

Centn1roides noxius se probó en primer Jugar y se encontró Ja toxina denominada Slotoxina, Ja 

cual fue caracterizada completamente. Adicionalmente se ensayaron los venenos de los 

alacranes: Anuroctonus phaiodactilus, Centruroides exilicauda, Centruroides sc11/pturatus y 

Hadrurus gertschi (anteriormente H. aztecus), cuyos resultados no han sido publicados. A 

continuación se presentan en forma resumida los resultados obtenidos con dichos venenos. 
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3.2.1 Anurocto11us phuioúactilus 

Las diferentes fracciones de A11uroctm111.'1 pllaioúactil11s son inocuas sobre el MaxiK. 

En la figura I 4a se muestra el patrón eromatográfico de la separación de veneno total por 

Sephadex 050 obtenida en colaboración (tesis de la estudiante del mismo laboratorio Adriana 

Valdez). El veneno total y las cuatro fracciones diferentes {1-JV) del primer paso de separación 

por peso molecular se probaron sobre las corrientes del MaxiK. La concen~t,rac.ión de veneno 

total ensayado fue de 20 µg/ml, mientras que para cada fracción (1-IV) fue dé. 1 Oµg/ml. Todas 

las pruebas se realizaron en condiciones.similares a lásdéscritas para fa SloTx (García-Valdés 
'.:-.<' .,.·,. "'.--,--" .-. . . 

et al., 2001). La actividad en todos ellos fuep~á~ti~~mehtenula según se muestra en los trazos 
' . ~' -. - ,; -. -- -'. ·"'° ( ; ·. ' " ' 

para la adición de veneno total en la figura 14b.' Se énsáyaron así también las fracciones 1-IV y 

ninguna mostró actividad sobre el MaxiK. 

b + 80 mV a 
2,5 -60mVj~~l 

40 ms 

2.D 
!I e 

! 1.5 e 
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V,L~ 
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Figura 14. Separació111/el ve11e110 tle A1111rocto1111s pllaioúactilus. a) Cuatro fracciones (1-1V) 

se obtuvieron al separar la fracción del veneno so/11b/e de a través de una columna Sephadex 

G50 usando acetato de amonio 20 mM pH 4. 7 como eluyente amortiguador. b) Actividad del 

veneno total. Se muestran los trazos para control (C), adición de veneno total (V) y lavado (l). 

El porcentaje de disminución en la amplitud de corriente es alrededor del 5-10% con respecto 

del trazo control en los ensayos con veneno total. El protocolo de pulsos se muestra en la parte 

superior de b. Se aplicaron pulsos despolarizan/es de Hp = -60 m V hasta + 80 m V cada 1 O m V 

duran/es 40 ms. 
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3.2.2 Centruroides exilicauda 

El veneno de Centruroides e.-.:ilicauda bloquea al MaxiK. 

En ovocitos en Jos que se expresó el MaxiK, se ensayó el veneno total de Centruroides 

exilicauda (C.e.) a dos concentraciones diferentes 11 y 22 µg/ml. A las corrientes 

macroscópicas (4-8 µA) se les compensó el transiente capacitivo al i;nínimo posible. El 
-- ----

protocolo de trabajo aplicado estuvo formado por una serie de pulsos depolaTizantcs continuos 
•• e-~- ·- ~' ,, -~ .... , : • •. -. 

desde el potencial de mantenimiento de -60 m V hasta +80 TT1 y,~ª~ª. ~9 lny dt1ranse 4? ms. A -

60 mV, y a Ja, concentradón de calcio celulár en eÍ':Ov~cito;:cel '.~M~~iK~~s~,,encuentra 
preferentemente en el es¡a~o cerrado y coincide con lo re~ort~d~ 'e~ wa'1I~~; et, al., ( 1995). El 

valor máximo con que se depolarizó la membrana fue +80 Vm y con ello se evitó la 

contaminación de corrientes endógenas de cloro, según lo observado en experimentos control y 

a lo reportado por Stuhmer (1992). 

En la figura 15a se muestra el cromatograma de la separación de 7.5 mg de veneno total de 

C.e. en columna C 18 semipreparativa bajo gradiente lineal de elución del disolvente A hasta 

60% del disolvente B (en 60 minutos). En ella se marcan las fracciones probadas que se 

enumeran desde 1 hasta 7. La selección de los componentes ensayados se realizó de acuerdo a 

los tiempos de retención que comunmente presentan las toxinas que bloquean a los canales 

iónicos de potasio obtenidas bajo las mismas condiciones de separación. La fracción 6 marcada 

con asterisco (C6) fue la única que mostró actividad inhibitoria importante. La figura 15b 

muestra las corrientes control normalizadas con respecto al trazo inicial, en presencia de 

fracción tóxica (veneno total, Vt; o componente 6, C6), y después del lavado. Se observa que la 

recuperación deJas corrientes es casi nula para veneno total pero del 70-80% en la fracción seis. 
·, ,. 

La figuraJ5c muestra el porcentaje de inhibición de Ja corriente en función del potencial. Se 

observa que el bloqueo es mayor al 90% y es prácticamente independiente del voltaje. Al 

componente 6 puro se le denominará en lo sucesivo CeTx. 
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La fracción 6 (CeTx) muestra afinidad importante sobre el MaxiK 

Se realizó la evaluación de Jos parámetros cinéticos de Ja unión de esta toxina hacia el MaxiK, 

mediante la técnica de microárcas de parche de membrana "patch clamp" en la configuración de 

afuera hacia afuera "outside-out" (Hamill et al., 1981) y tal como se reporta en Meera et al., 

(2000). 
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Figura 15. Separación del ve11e110 total de C.e. y ens"Yº de algunos de sus componentes 

sobre corrientes macroscópicas del Jl!la.~iK. a) Pe1:ftl cromatográfico de la separación directa 

del veneno total (Vt) por CLAR a través de columna de fase reversa semipreparativa C1.~ con 

gradiente lineal de la solución A (O. 12% de ácido trifluoroacéticolagua) hasta 60% de la 

solución B (0.10% de ácido trifluoroacético/acetonitri/o) en 60 minutos. h) Inhibición del 

MaxiK por veneno total (Vt) y por el componente 6 (C6, marcado con asterisco en a). Las 

corrientes ji1ero11 normalizadas y la duración del pulso jite de 45 ms (inserto parte inferior 

derecho). Los trazos corresponden a condiciones control (C), parte superior); en presencia de 

fracción tóxica (T, ya sea Vt o C6), parte media; y después de lavado (L); parte inferior. c) 

Porcentqje de bloqueo para C6 a tres diferentes valores de potencial 40, 60 y 80 mV. 
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Figura 16. Curso temporal de corriente normalizad" pura la inliibicirín del MtlXiK por CeTx. 

Se muestran los valores de corrientenormalizada en respuesta a una serie de pulsos repetitivos, 

de 40ms de duración, en dijeren/es condiciones: control (J); durante el bloqueo (2); y después 

del lavado (3) de la toxina. Cada punto en la curva representa la corriente promedio en los 

últimos 1 O ms de cada pulso depolarizante a E = + 40 m V repetido cada 2 segundos (inserto). 

En la figura 16 se muestra el curso temporal de corriente de uno de los experimentos de 

bloqueo a concentración de 200nM. Las constantes cinéticas y de equilibrio de este péptido se 

calcularon de manera similar a lo descrito para SloTx. Los valores promedio fueron de 3.42 x 

104 M"1s"1, 6.79 x 10·4 s" 1 y 16 nM para la constante de asociación, disociación y afinidad 

respectivamente (n=S). Hasta el momento, por falta de material, sólo se tiene la secuencia 

parcial de 25 de los primeros 26 aa. 

De acuerdo con la figura 17, CeTx podría pertenecer a la familia o.KTx 1 ya que: 1) presenta 

prácticamente la secuencia consenso de esta subfamilia (Tytgat et al., 1999); 2) su secuencia 

parcial presenta un alto porcentaje de identidad con SloTx 69%; y 3) por su actividad inhibidora 

hacia el MaxiK. 
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SloTx 

LbTx 

IbTx 

CeTx 

TFIDVDCTVSKECNAPCKAAFGVDRGKCMGKKCKCYP 

v----s-s-----w------v-T-------------? 
Z-T----F-----WSV--DL-------------R--Q 

I--------QG--L---D-XA---F-? 

sec. con. ------c--s--c---c--------GKC----c-c--

100% 

84 

76 

69* 

Figura 17: Secuencia de primt1rit1 de lll toxinll CeTx. Comparación de secuencia primaria de 

SloTx. lbTx, lbTX y CeTx. La secuencia consenso de la su~familia l (.fec. con.) se muestra en 

la parte inferior. Las toxinas se alinearon mediante el programa Pi/eup (Genetics Computer 

Group). (-); residuos idénticos; (?), residuos desconocidos. (*) porcentaje de identidad de 

CeTx con respecto a SloTx considerando únicamente la secuencia parcial. 

3.2.3 Ce11tr11roides sc11lpturat11s 

El veneno de C. sc11/pt11rut11s no presenta actividad sobre el MaxiK 

Tanto el número de alacranes de C. exilicauda como el de C. sc11/pturat11s es reducido en el 

laboratorio y por consiguiente la cantidad de veneno disponible es muy limitada. Para evitar 

perdida de material en los primeros pasos de purificación se inyectó el veneno directamente en 

el cromatógrafo de líquidos. En la figura 18 se muestra el perfil de separación obtenida 

mediante el mecanismo de fase reversa en una columna C1R scmipreparativa y con un gradiente 

similar al reportado por Selisko y colaboradores ( 1998). La adición de veneno total a 

concentración de 22µg/ml no mostró actividad hacia el maxiK expresado en ovocitos según se 

muestra en la figura l 8b. Se probaron fracciones individuales en la región cercana a los 30 

minutos de retención ya que se sabe es el tiempo en que eluyen las toxinas que bloquean 

canales de potasio. Los componentes con tiempos de retención de 28.95, 30.41 y 32.05 

minutos, se ensayaron a concentración de 1 µg/ml. Ninguna de estas fracciones mostró 

actividad inhibitoria sobre las corrientes a través del MaxiK. 
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Figura 18. Separación tlel veneno total de C. scu/pturutus. a) Pwjil de separación del 

veneno total de C. sculpturatus a través de una columna semipreparativa C1H con gradiente 

lineal de la solución A (0.12% de ácido trijluoroacéticolagua) hasta 60% de la solución B 

(0.10% de ácido trijluoroacético/acetonitrilo). h) El veneno total (20µglml} es prácticamente 

inocuo en las corrientes macroscópicas del MaxiK expresado en ovocitos .. Se .. presentan 

corrientes normalizadas con respecto al trazo inicial a + 80 m V para control, (C); en presencia 

de veneno, (T}; y después del lavado, (L}. El protocolo de pulsos de prueba es similar al 

presentado en la.figura 15 (inserto izquierdo). 

De acuerdo con el perfil cromatográfico y a la. actividad del veneno total sobre el MaxiK se 

podría pensar que su composición en C. exilica11da y en C. sculpturat11s no es exactamente 

igual (véanse figuras 16 y 18). 
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3.2.4 Hadrurus gert!>·clii. 

El veneno de H. gertsclzi presenta importante actividad sobre la membrana de ovocitos de 

Xe11op11s. 

La adición de 20µg/ml de veneno total en la cámara de registro provocó un incremento en la 

corriente de fuga casi instantáneo, haciendo imposible el registro de la corriente. Por medio de 

inspección visual a través del microscopio observó que la membrana de los ovocitos se dañaba 

considerablemente al cabo de 30 segundos. Se separó el veneno total por filtracón molecular a 

través de Sephadex GSO y se obtuvieron ocho fracciones principales. Para conocer que fracción 

(es) eran la(s) responsables de esta actividad se ensayaron las ocho diferentes sobre el MaxiK a 

concentración de Sµg/ml. En Ja figura 19 se muestra la separación del veneno total y el efecto 

de estas fracciones sobre Ja membrana de ovocitos. Las fracciones que no presentan actividad 

alguna, después de 6 minutos, son: l, lll, VI y VIJJ. 

a b 
2.0 Lcak +++ + 

:11 
e 1.2 

M IV VVIVI vm .. o.e 

0.4 

set 100 150 

Volumen (mi) 
Fraccion 1.111. Vl y Vlll llylV V.VII 

Figura 19: Separación del ve11e110 de lludr11rus gertsclzi por tama1io nwlecu/ar y ensayos 

ftmcfo11u/es sobre el !rluxiK. a) Se muestran las fracciones de la separación cromatográfica 

por Sephadex G50 y se numeran de 1 a Vlll. b) Registros electro.fisiológicos en condiciones 

control (C) y en presencia de fracción tóxica (T). Los trazos se agrupan en tres columnas, que 

corresponden a diferente intensidad en los cambios detectados: sin efecto aparente, (-); con 

corriente defi1ga después de 2-3 minutos, (+);y, con corriente deji1ga casi instantáneo (+++). 

Todas las corrientes estan normalizadas excepto por la condicion T+++, que es/a escalada 

0.22 veces. 
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Las demás actúan sobre Ja membrana e impiden Ja adecuada fijación del voltaje y se dividen en: 

importantes (V y VII) con-corrientes de fuga que se manifiestan después de 2-3 minutos y 

críticas (II y IV) con corrientes de fuga casi instantáneas. 
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4. DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES 

En México existen 221 especies diferentes de alacranes, incluyendo subespecies de distintos 

géneros. Del género Centruroides, por lo menos seis especies son peligrosas para el hombre: C. 

elegans, C. in.famatus, C. limpidus, C. noxius, C. sculpturatus y C. sujji1.ms. En esta tesis se 

trabajó con dos de éstas: C. noxius y C. sculpturatus . . Se hizo lo propio con· C. exilicauda, 

Hadrurus gertschi y Anuroctonus phaiodactilus. Este trabajo es un primer paso para 

caracterizar el veneno de manera sistemática que pcnnitirá sentar las bases par~ e'niender el 

mecanismo de acción de neuropéptidos sobre el MaxiK ya sea formado por la subunidad a, 

como por la expresión conjunta de las subunidades a y 13. 

SloToxina y el canal MaxiK (li.'llo). 

La parte central de este trabajo gira en tomo al aislamiento y caracterización de una nueva 

toxina del veneno de C. noxius. De acuerdo a lo reportado en Carbone et al., (1982) el patrón 

cromatográfico de la separación por filtración molecular del veneno total presenta tres 

componentes principales (1, 11 y Ill, figura lOa en la sección de resultados). La fracción 11, rica 

en toxinas hacia canales de potasio, füe la única efectiva para bloquear el MaxiK. La 

separación de ésta en columna C 18 semipreparativa presenta varios componentes no 

completamente resueltos. Para facilitar el trabajo electrofisiológico de búsqueda, se mezclaron 

varios componentes en seis grupos que se muestran en la figura 1 Ob. Las fracciones 11.2 y 

11.2.22 contenían el péptido inhibidor de corriente a través del MaxiK. La secuencia primaria 

del componente 11.2.22 es muy similar a la de LbTx e lbTx, sin embargo las tres difieren en el 

número de residuos ácidos que contienen: IbTx, 5; SloTx, 4; y LbTx, 3. Esta diferencia en 

carga, además de otros residuos, se encuentran principalmente en la cara opuesta a la región que 

reconoce al receptor. Se puede observar esto claramente en las estructuras mostradas en las 

figuras de los renglones 3, 4 y 5 del anexo 2. Consecuentemente la actividad de estas toxinas 

sobre la subunidad a para el Maxicanal es muy parecida., Los valores de kon, k01ry Kd son de 

3.9 x 106 M" 1s" 1
, 4.8 x 10·3 y 1.5 nM; 1.4 x 106 M·1s·1

, 2.7 x 10·3 s·1 y 1.4 nM; en condiciones 

similares, respectivamente para SloTx e IbTx (Wailner et al., 1995). 

Ahora, si se compara la actividad de SloTx en canales que expresan sólo la subunidad a con 

aquellos que coexpresan con la subunidad 13; encontramos que las constantes cinéticas de los 
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canales de a+ J3 se enlentecieron con respecto a los valores obtenidos para ex. Para a+ J3 1, se 

observó que la cinética de asociación disminuye en 2 órdenes de magnitud y la disociación es 

prácticarnel!tenul~. Es importante mencionar que cuando no se alcanza el estado de equilibrio 

la recuperación de Ja corriente es significativamente mayor, observación que previamente se 

reporta en Meera et al., (2000). En el caso de los complejos a + ¡34, la constante de asociación 

disminuye cuatro órdenes de magnitud y la disociación es casi imperceptible. Si se compara la 

actividad de SloTx (100 nM y 5 min.) en a, a+ 131 y a + 134 se observa que para las dos 

primeras el bloqueo es casi del 90% en tanto que para la tercera es menor del 5% (véase la 

figura 13e). 

En el alineamiento de las subunidades J3 (figura 4, capitulo 1) se observan algunas diferencias 

entre J31 y J34. El asa extracelular en J34 es más larga por l 1 aa, incluye 5 cisteínas y 4 residuos 

básicos de más; sin embargo, sólo presenta tres de Jos cinco residuos conocidos como 

importantes en la interacción MaxiK-J31. A Ja fecha no se conoce la estructura secundaria de 

ninguna de las subunidades reguladoras. Al buscar en la base de datos del Protein Data Bank 

(PDB), disponible por intemet, no se encontró ninguna proteína suficientemente parecida con la 

que se pudiesen alinear y por tanto inferir su probable estructura secundaria y/o terciaria. En el 

trabajo de Jiang et al., (1999) se dice que posiblemente una región del asa extracelular en 13 1 

podría estar formando una estructura de espiral enrrollada "coiled coi)". Dado el número de 

cistelnas en la subunidad 134 posiblemente la estructura del asa sería diferente a la 

correspondiente en 131. 

La figura 20 muestra una caricatura que podría representar a grosso modo la disposición de las 

subunidades a y J3. La disposición y la distancia se representaron de acuerdo los datos 

reportados en diferentes fuentes: arreglo de los segmentos Sl-S3, (Li-Smerin et al., 2000); 

posición de SO con respecto a J31 (Wallner et al., 1996; Rojas et al.,2002). Por otra parte, al 

parecer Ja distancia de SI ó S3 con respecto sitio receptor externo del TEA del poro del Shaker 

es de == 30 A (Blaustein et al., 2000). Considerando que las asas para f31 y 134 son de 125 y 136 

aa es posible que, en Jos dos casos, este segmento se extendiese y llegara hasta la entrada del 

poro y formase un dominio semejante al de tetramerización en el Shaker (T 1). Al igual que TI, 

podrlan existir una serie de "ventanas" por las cuales entraría la toxina y bloquearía el poro. Al 

ocurrir esto, se establecerían una serie de interacciones electrostáticas y/o impedimentos 
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estéricos entre las asas y la toxina que posteriormente dificultarían la salida de esta última. Es 

importante mencionar que la principal diferencia entre ChTx, lbTx y SloTx se encuentra en la 

parte que estaría interaccionando con las asas de las subunidadcs jL Esto explicarÍaen parte la 
::.:···.;.,-· ·.·. 

diferencia en cinética de pegado y despegado para ChTx, IbTx f Sl~Tx; 'Il>Tx y SloTx 

presentan mayor densidad de residuos ácidos que tendrían· mayo;t¡rifera~Ció11~ '¿(>1'1.1 cargas 
. ,. . ::· ;, ;, -:, · .. · _-.--:; - .•. ,, ' ·.···.~. ·<.: . 

positivas de las asas extracelulares tanto de 131 como de f34,. Esta inti:racción;pod.ría;ser mayor 

en el asa de la subunidad f34 ya que es más larga y básica:-· Esto~rcfl~J~fía.'coh~iantes;de 
-'.. - ----- _,__ .·,... ··. - -_ '·¡, : :- ~:.: - _,._ -·· --·,.. ;: 

disociación particularmente más lentas cuando se coexpresan IÓs 'canales éorl s~b~nldades a. y 

~. que confirmarían los resultados obtenidos en este trabajo. 

Figura 20. Caricatura de la disposición tridimensional del MaxiK y lt1 subunitlud p. Se 

muestra el arreglo propuesto por Li-Smerin para los segmentos 1-6 de canales dependientes de 

voltaje (Kv). circulas marcados con 1-6. Se adicionó un segmento transmembranal SO para 

que la figura representara a los canales formados por s11b1111idad a del MaxiK (círculo 

punteado marcado como 0). Los dos segmentos transmembranales para la s11b1111idad 

regulatoria fJ (círculos punteados, número 1 y 2 en itálica) se colocaron de manera adyacente 

al segmento SO. El asa extrace/11/ar se colocó de tal manera que formaran una "tapa" con 

respecto al poro del canal. La flecha marca la distancia de aproximadamente 30 nA que 

separa al segmento S3 con el sitio externo de unió11 al TEA. 

TESI: CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Slotoxina y el canal MaxiK (dslo) 

El canal dslo carece por el momento de un ligando natural con alta afinidad ya que no presenta 

un residuo cargado importante en la región de la torreta. La SloTx, hasta concentraciones de 

300 nM, no produce efecto alguno sobre estos canales expresados en ovocitos. Resultados 

similares se han reportado para la ChTx cuyo valor de K.i hacia este canal es de 5.SµM. Al 

alinear las secuencias de los canales MaxiK en ratón, humano y Drosophila (mslo, hslo y d~lo) 

con el Shaker, se encontró que en la posición equivalente a 341, el ds/o carece de un residuo de 

ácido al parecer muy importante. En estudios de bloqueo de Shaker-AgTx2 se encontró que 

existe interacción entre Shaker(D34 l)-AgTx2(R24) y que Ja mutación de 0341, por un residuo 

no polar, decrece la afinidad dos órdenes de magnitud (Ranganathan et al., 1996; Hidalgo y 

MacKinnon, 1995). En otro reporte, Ja mutación T290E en d~lo, localizado en la región de la 

torreta y en posición análoga al residuo 0431 en Shaker, incrementó su afinidad hacia la ChTx 

hasta 23 nM (Myers y Stampe, 2000). Es importante mencionar que el canal KcsA, insensible a 

las toxinas hasta ahora conocidas, tambien carece del residuo ácido en esta posición análoga. 

Se realizó el modelaje por homología, minimización energética y se calculó el potencial 

electrostático de la región del poro para el d\·lo. Se observa que presenta cierta similitud con 

poro del canal KcsA (Anexo 7). Al realizarse la mutación del residuo T290E en el dslo se 

modifica el potencial electrostático de tal manera que ahora se asemeja al potencial 

electrostático del hslo, canal que sí es sensible a la unión de toxinas de la familia l. 

Comparando la secuencia primaria y estructura tridimensional de las toxinas (anexos 2 y 6) se 

observa que los residuos R24 en Agtx, y R25 en ChTX y SloTx son análogos. Una posible 

razón por la que Ja SloTx no presenta afinidad por el canal dslo, es que éste prescinde de un 

residuo ácido en la posición equivalente a 341 en el Shaker y que al parecer es muy importante 

en la interacción de las toxinas con el MaxiK. 

Slotoxina y canales de potasio activados por calcio de baja conductancia (SK). 

Existe un grupo importante de toxinas que bloquean los canales de potasio de baja 

conductancia activados por calcio (SK). Poseen una marcada diferencia en longitud (28-35 aa), 

tres o cuatro puentes disulfuro, y ligeras modificaciones en el plegamiento. La Lciurotoxina, 

(LeiTx), POI y POS, Maurotoxina (MTx), TsK, Pil, BmPOl, BmP02, BmP03 y BmP05 
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bloquean preferentemente a los canales SK2 y SK3. Para el canal SKI no se han encontrado 

aún inhibidores peptídicos provenientes de veneno de alacrán. En el anexo 3 se muestran sus 

estructuras y en ellas se visualizan marcadas diferencias, entre ellas y el MaxiK, en cuanto al 

arreglo tridimensional y al potencial electrostático. Para las toxinas ScyTx, POS, Pi 1, la 

secuencia básica RR/XCQ localizada en la hélice a (véase anexo 3, renglones l, 2 y 4) es de 

gran relevancia en la interacción con los canales SK2 (Shakkottai et al., 2001). A diforencia de 

éstas, en la SloTx la hélice a contiene varios residuos ácidos dando como consecuencia una 

distribución de cargas opuesta a la requerida para la unión con este tipo de canales (véase anexo 

2, renglón 5). Esto podría explicar, en gran parte, la inactividad de la SloTx tanto en canales 

SK2 como SK3 ya que difieren en dos residuos no cargados en la región del poro. En el anexo 

7, renglones 11 y 12, se muestran los modelos para ambos canales donde la diferencia, apenas 

perceptible, es el aa HS 17 en SK3. Ambos canales poseen dos residuos básicos en la región de 

la torreta, pero se encuentran "apantallados" por residuos polares sin carga. Situación contraria 

presentan los residuos ácidos ya que todos ellos se encuentran sin obstáculo para interaccionar 

con la región básica de las toxinas. Por la falta de consenso en tamaño, arreglo espacial y 

distribución de cargas en toxinas que bloquean este tipo de canales se puede inferir que el 

vestíbulo en ellos pudiera ser muy flexible o que estas toxinas ocluyeran el poro en diferente 

posición u orientación con respecto al eje de simetría del canal. En el caso de SK 1, difiere con 

SK2 y SK3 por cuatro aa, tres de ellos en la torreta, que modifican la distribución de cargas y el 

potencial electrostático. En el anexo 7, renglón l O, se observa que para el SK 1 existe una 

región que forma un "anillo básico" externo a lo que podria ser otro "anillo ácido" y la 

disposición de este arreglo podría complicar el acercamiento de péptidos altamente cargados al 

vestíbulo del canal. Sería importante entonces, buscar en toxinas básicas más pequeñas o bien 

de longitud similar pero con carga bien localizada y de preferencia pequeña. 

Slotoxina y el canal de potasio tipo lwrg. 

Hasta Ja fecha se conocen sólo dos toxinas de alacrán que bloquean selectivamente a los 

canales herg. La ergtoxina ErgTx primera toxina reportada, por nuestro grupo de trabajo, 

aislada del alacrán mexicano C. noxius, con cuatro puentes disulfuro y 42 aa (Gurrola et al., 

1999; Scaloni et al., 2000). La BeKm-1 del alacrán asiático Buthus e11pe11s con tres puentes 

disulfuro y 36 aa (Korolkova et al., 2001). Ambas toxinas al alinearlas muestran identidad nula 
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entre sí, sin embargo la BeKm-1 comparte prácticamente la secuencia consenso de la subfamilia 

a.KTxl. La mayor identidad de secuencia (58%) se observa con BmTxl. En el anexo 4 se 

muestra la estructura de BeKm-1 obtenida mediante modelado por homología usando Jos 

esqueletos de BmTxl (IBIG) y BmTx2 (2BMT). A pesar de que el esqueleto prácticamente no 

cambia, la orientación de las cadenas laterales modifican el potencial electrostático. La 

estructura obtenida en este trabajo concuerda mayormente con la presentada por Angelo et al., 

(2002) en el Congreso Annual de la Sociedad de Biofísica realizado en San Francisco 

California, no obstante, no ha sido reportada ni depositada en el banco de datos PDB. En el 

caso de la ErgTx la secuencia primaria es muy diferente y no presenta similitud apreciable con 

algún miembro de las familias hasta ahora conocidas como se muestra en la figura 15. El 

patrón de ocho cisteínas de ErgTx no se asemeja a ninguna de las otras toxinas con cuatro 

puentes disulfuro como la Pi 1 o MTx y por esta razón no fue posible obtener su modelo 

espacial. En la figural5 se muestran las secuencias primarias para las toxinas SloTx, BmTx, 

BeKm-1 y ErgTx. 

SloTx 

BmTxl 

BeKm-1 

ErgTx 

TFIDVDCTVSKECWAPCKAAFGVDRGKCMGKKCKCYP 

Z-T--K--G--Q--PV--QM--KPN----NG--R--S 

RPT-IK-SE-YQ-TPV--SRT-KTN-R-VNGT-D-F 

100% 

56 

30 

DRDSCVDKSRCAKYGYYQECQDCCKNAGHNGGTCMFFKCKCA 

Figura 21. Alineamiento ele SloTx, BmTx, BeKm-1 y ErgT.x. Se muestra el porcentaje de 

identidad con respecto a la SloTx. Los guiones significan residuos idénticos. 

Dada la similitud que hay entre la BeKm-1 y las toxinas BmTxl y BmTx2 (de la familia 1) se 

pensó que podría haber un dominio estructural común en BeKm-1 y SloTx que permitiera a esta 

última inhibir la función del canal herg. Los resultados muestran que a pesar de tener la 

estructura global semejante, la orientación espacial de los residuos cargados entre ambas 

toxinas es muy diferente según se puede apreciar en el anexo 2 y 4. Ambas presentan un 

potencial electrostático muy distinto. En la BeKm-1, la cara de las hojas beta parece ser menos 
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básica y d.e los ocho residuos críticos en la interacción ChTx-MaxiK sólo posee dos idénticos, 

S l O y N30; los otros seis son diferentes Wl 4-T, R25-N, K.27-R, M29-V, K34-D y Y36-F. 

Se conoce que el canal herg contiene una diferencia marcada en el número de ua en la región 

de la torreta con respecto a los poros de los demás canales, que podría modificar el sitio 

receptor a las toxinas de alacrán. No se obtuvo un modelo molecular para el canal herg ya que 

la gran diferencia en tamaño, debe modificar apreciablemente el arreglo espacial de esta zona y 

por lo tanto el modelaje por homología no sería confiable. Recientemente se propuso que la 

región del asa cercana al SS fonna una hélice, que posiblemente forma el sitio receptor para la 

ErgTx y que existiría una oclusion parcial del poro (Pardo-Lópcz et al., 2002b) 

Slotoxina y el canal de potasio rectificador entrante IRK 2.1 

Los rectificadores entrantes son canales que poseen sólo dos segmentos transmembranales y 

que penniten pequeñas corrientes salientes. El proceso de rectificación se lleva a cabo 

mediante el bloqueo intracelular del canal por poliaminas o iones Mg2
•. El JRK2. J es uno de 

Jos canales que se conoce como rectificadores fuertes, sin embargo existen otras familias que 

son tambien muy importantes, una de ellas es Ja del ROMKI. En el anexo 7, renglones 3 y 4, 

se muestran las estructuras tridimensionales para ambos canales. Hasta el momento sólo se 

conoce un péptido del alacrán Leirus q11inquestriat11s (Lq2) que bloquea a los canales ROMKl 

y un péptido de abeja (tertiapina, Tpn) que bloquea tanto a Jos ROMK 1 como a los Gl RK 114 

(Jin y Lu, 1999; Ramu et al. 2001 ). La toxina Lq2 bloquea a Jos canales ROMK 1 con un 

mecanismo y posición similar a la adoptada por otras toxinas hacia Jos canales voltaje y calcio 

dependientes (Lu y MacKinnon, 1997). Los residuos El23, Nl24, Fl46 y Fl48 son muy 

importantes para Ja interacción de ROMKl-Lq2. En el canal IRK2.1 estos aminoácidos 

corresponden a S 123, El24, F147yC148. Espacialmente estos residuos, en los dos canales, se 

encuentran en la zona importante para la interacción con toxinas (torreta) como lo muestran las 

estructuras tridimensionales del anexo 7. Existe otro péptido activo en ROMKI, la tertiapina 

que posee una estructura formada por un segmento muy pequeño de hélice alfa, una región 

aparentemente no bien definida y dos puentes disulfuro. Se cree que Jos residuos más 

importantes para la unión de la toxina con estos canales se encuentran en la hélice a y el 

mecanismo de interacción es primordialmente electrostático (Jin et al., 1999). En el anexo 5 se 
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muestra la estructura lridimensional de la Tertiapina. Comparando las eslructuras de Lq2 con 

SloTx y observando las estructuras para los canales rectificadores entrantes, se puede concluir 

que tal vez factores como la distribución de carga y el potencial electróstatico pueden ser 

decisivos en Ja falta de actividad de SloTx sobre el canal IRK2.I. 

Veneno de otras especies de alacranes. 

De los venenos estudiados, además del C. noxius, sólo el de C. exilicauda produce inhibición 

del MaxiK. Este veneno contiene al menos un componente puro con afinidad de 16 nM, 

detenninado a partir de experimentos en fijación de voltaje en microáreas:de membrana de 

ovocito de Xenopus. La secuencia primaria parcial del péptido es similar a'la d~ IbTx, LbTx y 

SloTx y probablemente sea un miembro más de la familia a.-KTxl. El perfil cromatográfico de 

la separación directa del veneno total de C. exilicauda mostrada en la figura 11 es relativamente 

diferente al perfil de separación, en las mismas condiciones, para el C. scu/pturatus (figura 12). 

Este hallazgo, junto con la diferente actividad electrofisiológica, pruebas anatómicas, y de 

genotipo realizadas en el laboratorio por la estudiante de doctorado Adriana Valdez permitirán 

aclarar que C.exilicauda. y C. scu/pl11rat11s son dos especies diferentes. 

En el veneno del alacrán A. phaiodactilus, que también habita en el norte del país, no existen 

en las condiciones de medida, componentes que tengan actividad sobre la función del MaxiK. 

Esto no significa que el veneno no presente wia batería de toxinas que pudieran tener acción en 

otros canales de potasio. 

En el veneno de H. gertschi se detectó actividad muy importante sobre la membrana de 

ovocitos así como en varias de sus subfraciones. Se conoce que en la fracción III existen 

péptidos antimicrobianos con actividad sobre membrana de bacterias; sin embargo, no muestra 

actividad aparente sobre la membrana de ovocilos. Las fracciones que exhiben aclividad 

imporlante son V y VIJ; mientras que la actividad crítica se detecta en II y IV (véase Ji gura 14 ). 

En nuestro grupo de trabajo se han encontrado péptidos con actividad fosfolipásica en el veneno 

de Pandinus impera/ar (fosfolipina) (Conde et al., 1999). Uno de los posibles productos de 

degradación de fosfolípidos de membrana podría ser el ácido araquidónico y se conoce activa 
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de manera importante al MÍl)(iK (Duerson et al., 1996). Así pues, de ser este el caso, se tendría 

un doble efecto en la corriente medida: el aumento de la corriente de fuga por la destrucción de 

la membrana, per se, y por los productos de esta reacción. Lamentablemente esta investigación 

sale del marco temporal y conceptual de este trabajo de tesis y se propone para un trabajo 

posterior. 
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Conclusiones 

Al término de este trabajo de manera general se puede concluir: 

El veneno de C. noxius contiene al menos una toxina con alta afinidad por el canal de potasio 

MaxiK en la fracción II.2.22. El porcentaje de esta toxina en el veneno soluble es de 

aproximadamente 0.5%. La secuencia primaria de la toxina consta de 37 residuos y presenta un 

gran porcentaje de identidad con otras toxinas de la subfamilia a.KTx 1 como lo son 

Limbatustoxina, Iberiotoxina y Caribdotoxina. Debido a su alta actividad sobre canales s/o se 

le dió el nombre común de Slotoxina (SloTx) y de acuerdo a la clasificación internacional se Je 

denominó aKTxl .11. El bloqueo de la SloTx es reversible y de acuerdo a los valores cinéticos 

se trata de una toxina de despegado lento. Las constantes se obtuvieron considerando una 

reacción de bloqueo bimolecular, común en muchas toxinas que bloquean canales de potasio. 

Los valores calculados para las constantes cinéticas de asociación, disociación y afinidad fueron 

de 3.9 x 106 M"1 s"1
, 4.8x10-3 y 1.5 nM, respectivamente. 

La Slotoxina presenta la propiedad de poder distinguir al maxicanal formado solamente por 

unidades a, a+J3 1 ó a+fü. Los valores cinéticos de unión y disociación son tan distintos que 

permiten diferenciar si el MaxiK esta formado solamente por subunidades a o por a+ J3. 

Esta toxina es altamente selectiva por este canal ya que no bloquea a los canales dslo, SKI, 

SK2, SK3, herg, IRK 2.1, Kvl. I y Shaker IR. En todos ellos se probó la SloTx a 

concentraciones de hasta 300 nM o maycres (500 nM). 

El veneno de C. exilicauda también presenta por lo menos otra toxina con alta afinidad, con un 

IC50 de aproximadamente de 16 nM. Esta Toxina también formaría parte de la subfamilia de la 

ChTx. 

El veneno de Anuroctonus phaiodactilus y Centruroides sculpturatus no contienen toxinas que 

u la concentración de 20µg/ml sean capaces de inhibir al MuxiK. 

El veneno de Hadmms getschi presenta una actividad lítica muy importante sobre la 

membrana de ovocitos. La existencia de toxinas sobre el canal no se pudo evaluar ya que no 

fue posible fijar el potencial en ninguna de las fracciones de la separación del veneno soluble 

por Sephadex 050. 

El análisis de estructuras obtenidas mediante modelado por homología nos permitió realizar 

algunas observaciones que pudieran ser importantes en mejor entendimiento de la interacción 

canal-toxina. 
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FF.RS :?Sl 1J7 f'F.US L<llm St15 (:?1101) J69 ~n 

Slotoxin, aK Tx 1.11, a new scorpion peptide blocker of MaxiK channels 
that differentiates between a and a+fj (f31 or f34) complexes 

Jesus Garciu-Valdes•i. 1, Femando Z. Zamudio", Ligiu Toroh, Lourivnl D. ·Possnn"·,. 
.a o,•purtnk!llt p/ 4\fc1l.•c11/ar R.L•coxnlllM1 1111J Stmcturu/ Blt>lu.i:.r. /m1/nm1 11/ Bfottduu1/'IJ:J', Nut/ontrl .-Jmu111111w1u U11/1wslo· o( Mi•.'l:!ro, 

.-1r,:11Ma L'11ircr.,id1ul ]fi(JI. P.O. Bn.\· $10-J, C11i~rnt11'tl(fl 612/fJ . • \11!.ti1'" 
hn.-p<utm~'us rú A11r.jt/1i>.r/11/og)' ,1111/ ,\./11ll*<"ular ami .\11•Jiwl /1/uumowlng,1·, llfflin ll1•.1"'"'h lmtftuw. llniPt•r.rll,J' 11/ í"n/ljimlit1. f.1u· A1t1:r.1,.,, 

C:,f •,/01.19.'-1 /IJ, US,f 

Rtceiwd 13 Jul)· :?001: u=r••~ 26 Jul)' :?UOI 

f-ln.1 ruhlbh'-"I onlin~ S Scptcmh~r 2001 

EJitcd by Maurh.~ Monral 

Al.,,trut•f A rwncl pcptflJc from Co1tr11r11id1.•.t 1111,,·iu\ lfofT111111u1 
~nrpfon \'t.'nom n·a'fi t-.nhlfcd iand ~l'Cllk'IK."t.•d. llll' J7 amino ndd 
l"'l>lide bchm¡:. to the d1ur)IHluto•l11 •1111-íamil¡ (al\Txl) und 
wn• 11un1bcrcd 1111,mbcr 11. aKTx 1.11 h•• 75% •cqucnce ldrullt¡· 
nllh lbcrlotoxln und 5-1•;., nilh rhar)bdoloxln. al\Txl.11 
rctcakd sp<"Clficll)· for mummuliun :\fasll\ channcls (hSlo), 
fhll"', 1'H~ 1111mL'CI -.loto,dn. Slutmdn hhu .. ·i..-. thc.• '.\IMxiK porc.._ 
formhii,: a "luhw1it rc-wcr.lhl) (lid= 1 ... .-. n:\IJ. Slotm..in M!'o.\ociutiou 
niU1 a+p <Pl or J}4) churmcl't "ª .... ....., JO tht1t.'S !!.lmn.•r lhon 
fhcrfU(OSJn Yml clWQbtlufuxln, fl•adlnt: to U fl1ck OÍ CÍÍl"Cf CMJ 

a+[>' l'hl'tl le,..cd ul 101111:\1 for 5 mln. Thu\, ,(oloxln I• 11 hcUcr 
lool to dl•tln~ul\h ~lu\IK n+p complcws. fJ 21101 Federatlou 
oí Europcan Blochcmical Socit.·fi'-"'. Publi.o.hc.-d h) Elsc\for Scl­
c.•ncc.• IJ. \·. All righh rc."t.'r\c.'"tl. 

¡.,;('J' 11·or1it: DK clmnncl: Scorph111 w:\in: Phurmacolt1gy; 
Jlt')fll!'!\iuin channcl: ('1•111r11r11i&lt 0

\ 1111_,;,,, 

l. lntroducllnn 

Thc largc-<:t>nductnncc \'oltagc nnd t:ulcium-activatcd pota~­
sium (J\.1•lXiK. lJK.) dmuncls urc íntrinsic mcmbram: prn1cins 
that regula te ~Acirnbility in ;1 lurgc:- \ uricty of ti.~~u~s includlng 
bruin mlli •moulh musclc (JJ. Mui.iK c:m he fonncd uni)' by 
u subunits or hy <"omplc~c; with at lcust four fnmilic• of 
Jl subunils [.'.!-5]. Thl• u suh11ni1 <Slo} ¡, fonm•d h)' th1.• 't:ore' 
that includ~!i lrunsm~mbrnnc SC)?Jlll'llb SO~S6 ;,rnd h)UroJlhU· 
hic rcµions S7 S~. thc C-tcnnin:!I ºl:.til' ""onrnininp S9 SIO. 
unLI thl." linkcr thut binl.ls both <.h.:mmins [6J. Tlu .. • ·,:ore' 1:on1oiins 
tJ11: \UllUgc SCOSOf, thl." porc ft.'):!.ion Olllll thl! .,j¡~ fi.n n l !'.UbllllÍl 
intcractinn [7 9]. Thc porc i" f,,rml!d hy thc loors of mninn 
acid ~cqucnL-c~ tu:h\ccn thl! fiflh ;.1114..I .o.hth mcmhrunc ~parming 
dlll11Hins. mu.I i~ lhc pl¡u.:c \\ hcrc pcnncutinn nf' ÍllllS oci..·ur. und 
11 hcrc m:my ph:irmacoiogically ucli\'c pcplidcs hiud (1 O). Co­
l"\pn.:!'siun wilh f~ subunits (\\'ith l\\O ln111~mL·mhrn1h.: dtinmin~ 
nml u Jm·~c cx1mccllulur loop) modifü .. ""S 1hi: MnxiK <X-suhunit 
kinctic ~ha\'ior. Ca2+ scnsiti\"il)'. llll'Uulati<'ll. mul phurmm:\''· 
lngical prn¡icrtics likc scorpicon 11nin scnsili,ily (5.1 l-ISJ. 

Scurpion \'cnc1ms are rich suurt.·t..-:-. of pcptidc~. \\hich hnvc u 
VttriCI}' úf pJmnnacolopjcal dli."('tS Oll i<.'ll i:hunn\!JS. Uf spcd;\I 

•currcsrunding uuthor. f':1A: 151)-7~-1723MK. 
f:0·1mill m'4lrt•s..t: f'll>~a11i(~;ih1.unarn.mA ll.D. Pos:.anl. 

1 Pac>\.'Ul :u.lf.lri..-»: 1.A.·pmlmt.·111 l1Í Am:hll11 .. ,.iull111y, U11iv..-.r~l} o( 
C't:1lifnrni:i, Lo1 Ang~lc~ (~\ 9009S-71 IS, USA. 

intc1c't nrc lhns\.! thnt nlli:ct ionic m\.'mbranc pcr1111.·ahility 
[10.16] as 1hcy lu"·c bccn ••ccllcnl tools 10 study ion ohnnnol 
funotion und S1ruc1ur~ [17J .. o\bolUI 50 diJJcrcnl p.:¡>lidcs lh>m 
scorpion n:110ms wcrc n .. 'C'cmly rcvi~d aml L"hlS.liÍfi\.'c.l \\ithin JJ 
sub-fnmilics, bnscd mainly on s1ruc111rnl shnilarities (18J. 1\ll 
uf thcsc Jll.!pti<.lcs ha\'C b.:twccn 23 Llnc.f 4:? umino udd rcsiduc::t. 
Thcy ha\'c in con1111on nn u.-hclix. t\ .... .,., m tlU\!'C anti-1,~1r::llld 

il·•hCCIS. aoJ lhrCC llf ÍOllr Ji•Ulfldc brilfgL .. lh:tt >ll:l¡>c lhC 
lhrcc·dimL"JJsiorrnl structurL' unU urc cs~cnliul fur chunncl rc¡;­
ognition [J 9). '.\iosl ~«.·nrpion to.~ins ~p«.'CÍÍIC for K -i ch;:mncl!' 
un: kmni,·n lo bchuvc ns fk'U\! hll1clcrs. Thc allinil)' t'f u gÍVL'll 
to.xin for dill~·1..:111 l)T"-'=' ,H \Ub·lypc~ uf Kt c..·lwnncl~ can \'Uf}' 
'\C\c.•rul ol\IL"r; ni' mag11i111dc [16.17J. 

f-lcrl! \\"!! dcl\crihc n ncw \C'Orpinn toxin rlf.:Txl.11 (l\)olo~in 

(SlnTxJ) that ~pcdlic~1lly inhihi1s 111mnmali¡111 Mu~iK channcl~ 
and i" c¿1pnhlc nf difforcnti,uin,!l anh1ng. thrcc ty~.~ of Cl')J11· 
plo.'"'· u. ct+lll :uid cd·J)4. 

2. Makrlul• und mclhmh 

2.1. Ch,•mhnl.f. '"'''"'"' auJ p11Tfftcmio11 ¡11u1·1•1/ur1• 
AH -:hcmic;.th. \\'Crc unal}'lkal {!ftidc rCUJ:.'Cnls ohtaincf.I from '"''urn'?i 

Q)fl:óUJ~· d~M:fibcd [.:!O.:? Jj, 8':4')ípiOO!ol OÍ thC fo)l(.'\:fL'fi C't'lllTUrtJÍl/t•.t lllJ.\"ÍllJ 

"CrL" miUa,."l.i for '\CJltllll in lhi: lah1.n:onry. Thi..• crudc \·enom "•u rfü ... 
w1ln'tl in dislillc<l \\•Ut~r umJ :.pun ut IUOl.IOX.I!' íur lS min. Thc 1oup.:r­
n:11ant füllri !riepanuctl hr column co.IJ :.< JtJO cm1 Scph:tdc>. G·.50 ~J 
filtrn1io11. f,,um~cJ b)' hi1;h·rc:rfl"rmant.'\.º fü.¡uid l:hrn1uuh.',lln1rh> 
tHPLC) U!<oillp. n l!ICUIÍ·prcp.ir.Hi\'C C19 l'C'\'Cf"~c-ph;u,,• cnlunrn (\'}'J¡h.'. 
Hi:.pcria). Sc\cr.11 iru.Jcpi:mklll run)I 11f lll"'LC wcrc ub1aim:J. ThL' 
llCll\"C fm~11011 \\IL' íurlhcr !o4!parutcJ in 1111 urud) 111,:ul C11 r\!Hr,c­
pllu)'' colu11111 U)iu~ u difü:1c111 ~rndi-:ul (M.i: k·!--'l."111.J tu F1):!. 1 ). 

2.!. Amhio ndd ·"'"""'"''' 
Th~ a111i11t> acu..I :.l'llUCncc \\'O\ll ubtuim .. -J by uutomutil' EJman 1.kp-

r;u.l:11ion in a LFJIXKl Prolcin Scqu,•111.:cr Ukdm;m) J20J. Samplc:. ol' 
;.1pprnA11nutd) J 11ffüll "-'uch of nati\-: 10:0.in t.'r rcJuccJ anJ alk.)lu1t.-d 
lO\in "ere uppticJ to lhl' ~"4ucnc.:cr. A 1oumplc oí p..•plidc '43N :1lst' 
clem:~d h)' t)'U1tugtn hrnmidi: (CNUr) nl'lcr N-termjnlll hlO\,:knd~ 1111"1 
M:yucni:t.-d. Tlw lal'll umino .sdd wu~ cluc1Jo.1lcd h) m;i~:. :.pct.:lronwtr)· 
unalysi!i. Thc mokculur mu:..s""-s wcrc ubrniui:d on u Vo)upcr UE .. PRO 
1P,•rS.:p1i\·c BiosysrC'm::a -:quipr.:J with a nitn-.i:-:n la~r 0.\7 nmJ f.?1J. 

:,J, ~fi•1·Ut1~llltit }JOlt'llt/r// "11'1~1'~{\' 
Ek."Clrm.lutic 1x1h:llliich \H"n.: oht.a111t.'d alll..'r homolo¡:y 1111,1(.klm¡i uncJ 

cncr~}' minimVatinn u!ilnll rurmnc1,·n. f'lf l'luu,,.·hcJolo.xln fChT.,J ltlllu .. 
tion struclllrc fS\\i~!rl .. Prnl .r\ctt.1Hi()n N''· :!CJU>l. S"i1s .. Mo~I un<l 
DCC:Jl Vicw (S\\lM•-PJh Vic\\Crl PJJ fhttp:ll"'ww.c>.p1L'}"ch!.1opc.l\'/J, 

: • ./. J:l,•11mpl11·.l·/11/11,t:in1f 1114·U.\t1Tc'm1'11U 

d~NA fm hSlu (human M•uiK u ,uhunil). dSlu fJJru.mphilCI M+1>. .. 
iK rt. ~uhuníl). lkr)!. IJU{, K\ 1.1. ShlR. SK l. SK2 :1111.i SKJ a :\Uh-
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units uud Mlu.iK Jll anJ JS4 i.ubuuils \\Crc.: )ynlllL.-,,iLc.."\I usiu¡; mMES. 
SAGE mMACHINH 111 \'itru TrnnM.i·inUun Kit tAmhiuu). 1.:RNA 
wcr~ injcctcd into Xt"rmpm ooc)·ti:l!i U.'iin~ 1-·2 ng of u !tllhunih. ;.111J 
whcn npprorriutc, \\ith -20-foltl '""'lar c.:M:c11s of fi tmhunilit, Thc:ic 
1.~onditit>ns ha\•c shown ~• ~a1urn1in¡; c11~~c1 of thc U 1riubuni1 on thc 
Cn 2 .... ·sc..-n."iitl\·if)• of Ma:..iK n !!ouhunít H.13f. Po1;1,.sium currcnts wi:rc 
l'<.'Cllrf.L.:J 2· 7 d•1):. dl°tcr RNA injcction. 

2.4. J. T11t1-..•h·11md,· 1·u//11g1·-dcm111. Thc h.nh 6olutfrm wu~ SD-9(1 
lmMJ: •)(• NaCI. ! Kt'I. l.~ C«Cl1. 1 MgCI:. 5 HF.rF.~. pH 7.CJ, \\llh 
:'\uOH, or modilkd ~U-96 fconttunin~ 30 mM KCI ~rnd t.N Nat.:IJ. 
R1...,.iM.:rncc for thr..• \<t)llagc and c..·urrL'lll ch.~lrtldL'S \\t>rc 1J,J U . .S illlc.1 
1.0 l.S Mfl. n.'&pL-..:li,cly, \\·h.:u lillcú \1tith 3 M KCJ. Hl'IJinl:! puh:n· 
tfoh, w~r~: -~){) m\' for Her!:!. -80 111\' fo1 ShlR und K\· l. l. ;rnJ U mV 
for IRK.2.t. Pul~~ \\en· from -su tcl ~so in 111 m\' ~1c~. Fnr U..:r,!!. 
pnsl·lcsl po1cnlio1t Wtl!t lo -110 m\'. l\lm;nls"·uph.· curn•nts \H•rc n.·· 
rordcd u~jnp lhc C'A 1 U amplilicr l.l>;ig:m c. ·orpora1io11). < ·11r1cnb wcrc 
Jiltcr"~ 011 1/$ or' thc samrling frcquf.'llc). 

:.-1.:. 01111Mr.mu ptHch1••r. P1pct nnd hutJ1 Milulion."' i;,1r11:111u.'\I 
tmM): 110 K·mctli.anct.ulfom1t'-'· 5 KCI. 10 HEPF.S. ~ N·(1-h)'drti.\~­
~th)l)Cthyl~ncdiwninctriuf."Clic.- uciJ, pH 7.U. Dilli:rcnl frc"" i1uruxcllu­
lur Cu2+- :.oh11ion!t wcu: pn.:¡1:trcd h.!< mfdí1iu11 uf t':iC:b ac1.:urdin~ tu 
Lhc Chclalur ruo¡uam r2.i1 and adju:-.1cll Ul'oil11! a cukium-!>C'k.'Cth·c ck'i.·· 
lrtu.lc (\\'"lrld Prcci~ion ln'\lrunwnhl. Purch pirci:-. houl rc~isl:nlC.."l."!\ of 
2 4 MU. Huldin~ potcn1ial u:u!> 11 m\' for J~lo, hSlo. SKI. Sh:.2 m1d 
SKJ. An HPC'-7 11111plilicr 1L1"I l\11..xli~:1I) <iml pClr\l\tP to1lllw:trc 
(lunn JnMrumcnhl \HTC u11ocJ fnr ilClJUi .. ilil111 ;1ml .mul~,i~. IJ1.1\ill"' 
1'Crum ulbumin (0.Cl()J'.:,) wu~ pr"·:.~nl in •tll rn"-lll and ''ª"hinJ.! Mllu­
linn~. 

2.4 . .1. C11n•· ,lllli11J!. Ph.tmtllf.'(llogkal c.\pcrinwnts \\Cl'C lincJ a~~ 
!>Uminy; u himok'i.:ulur Tf.'Ut:'lit111. A~11ocH.·i:Hion O.u11 > m1J llbt.ucinlion 
Unn) rah.'!., and cquihhrium Ji:-.:.nci:iuon 1.'\)l\!.t:i11b 11\,tJ '"i:'"~ llbtJin"'d 
Ull tlcs1.·rihi:J hc,:f,uu ISJ. \';ilui.::. iUI.' mc:m ±S.D. 

3.1. /.wlat/0111111el d1,1ractt'ri:mlon cif tl1'' m•u• '''·'·iJ1, uKJ:d .// 
Thr•" cfü1im:L f'rnctiuri. rFi~. l u. J. 11 ami lll> wcrc ubutincu 

~IÍlC:r !<it:par.1tion of e /111,\"ill.\ soluble \'\.'110111 un u Scph:.tdl.'.\ 
Q.So column. Only frnction JJ wns c.:upablc of inltiblting 
Mnx.iK ..:urrcnls U!'l""t)·cU al .:w Jl!dml pwt\!'in. Fnu:tion 11 
wu~ furthcr purificd h~· llí'l.C. in ;1 C 111 \Cllli-pr.:rarnth·~ cnl­
umn yicldinl! a '-''lmplii.:utcLI puttcrn of ~cpumtion cFi~. J hl. 
To facilitalc idcntiticutinn nf ncti\'c pcptidc~. thc l-IPLC oul· 
pul was poolcd imo si\ írm:th.,n~ 11.1 111 ll,(1 (hori1ontnl hars. 
lahckd 1 to 6). Only frnrtion 11.1 hh'x:kcd Ma,iK rurrcnts 
{fl = 3J. This l'rnctinn cf1111ní1h .. "'<.1 ahout .:?2 tlitl\!rc111 compo11\!l\t.'\ 
(Fig. 1 li. lcfl·l'iidc in'iCI), hui nnly cnmpuncnl :?:? had Ma:-tiK 
chnnnd uctivity (11 = J). Tl1crcforc. C'1)11tpnncnt nnmhi:r ~2 
(astcris~) WU~ furthcr Jllll"Ílicd to hlllllll~fl\.'Ü}' ():¡!:'!· l h. 
righl-~idc in~ct). 

Thc purilicu f>Cplitlc "1lS uim:tl)' •C4UCll•'CU ;mu lhc lir.t 
36 umino aciu rc<iuuc> wcrc unc4uirncally iucnlillcd (l'ig. 
le. urrow murkcu with J¡, Thc prc•cncc uf u Mct in pu<ition 
19 fnciliL;tt•'<I CNDr clc;wagc ul' 1h,• pcptiuc. Thc N-1cnnim1J 
amino m ... id wns nlk)·h1tcd h~t'nn .. CNRr clc;t\'ª!K'· Scquencc 
Uctcrminalion uf tlu: C·tcrminal pcptic.Jc conlimu.:U lhc :ic• 
quC"ncc ,1f tite last SC\'Cll rcsiUu~~ CFi~. le, arrow mark"'"i.t 
\\ilh CNRr). Thc l:tl't n:~iduc wa~ oh1:1incd hy ma~s s¡~ctrom· 
ctry annlysi< !Fig. le, arrnwhcud markcu ll'ith MS1. Thc 
n111ivc pcpliuc huu a mokculur ma>s oí 4US~.82. Thc lirsl 
.Hi n:sid~s m.'\:OUntcd thr n mns'i of 3983.tO, t~1king into con· 
;idcrnlion Uw thrcc ui>ulfidc bddgcs typical oJ' MmdK blL><k· 
ing toxins (lYJ. Thc. missing amino a .. :id n:~iúu,_• uf thc se· 
qucncc );hnuld h;nc i.I nmk-culur mass uf 9Y.OI, which 
corrc>p<•nU> c.,uclly 10 L)uil oJ' \'11Ji11c. 111us, il is '"1) likcly 
thnt thc full amino aciu scqucncc oJ' Lhis pcptiu~ conwius 
37 uminu acid rcsiuucs. 

J. CittnkJ-l'uM,,. c~I ul.IFHllS /~f'llf•r.\ .•os (JfJlU J 3tW .f73 
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d 

f-cNsr+ 

• MS 

Fiy. l. 1•unlk'u1i11n anJ )&.''1u1.·n..:c: of nKT:d.11 tSluT\I. u: 'lltn-~· 
lhlf.'tiOll'i (1 111) \\'CIC Ohlllill\.'\J uflcr thc Ml)ublc C lltJXiU.\· \'C'l10111 
f80 mlP "ª~ s'°pu1atcd in a Scpluu.ICA G-50 cdumn usin!! 20 mf\.·I 
;11nmonium acCli.llC hulfcr, rf-1 4.7. h: 11tc Uti:lÍ\C fr.1f.'til'l1 111) \\Ul\ 
rurlhcr ~p;.1rn1cJ by Hl'LC. ui.iu~ á )Cllli·prcpi.llUlhc l"1H rC\CI~· 
plt:t)C cnlumn. \\ilh u lmc:u ~rnJicnt •'Í 11nlu1io11 :\ Hl.12'";• trirlumr•­
u«lic udJ/wu1c1) hl W:'•• of i.olution H (0. JO·~~. tJitlunn.,acctic nci<lJ 
11"·clnni1rilc). r.c:l't·~idc in!r>cl: Fruclicm 11.2 was run in 1111 an:1ly1irnl 
(.'11 n:\'coo-rhaMJ c,1Jumn wi1h a lincur grnllicnl frnm $~~. In .io:· .. ta1i.. 

luliou 8 jn 90 min. l{i,ght·$idc in!!CI: ll~·chrn111utolmtphy oJ' C•'lllJW· 
ncnl :?2 (l:1bd"-..I \\Ílh a:-.1c1bL: in tite lctl·!loiJc inM:t). Pu1c ¡icp1idc 
c;urrt:').pont.h. lu lf.~ 11um O.S'!f, of llw t-ulubk· \'cnom. e: 1\miuo u cid 
M.'tjUCJIC.'C nhtuint."\I h) din."\'f """'lllt'l\d11t! nf th"· llllli\'C prpli(IC' Hll. 
CNllr clc:a\tct.I pcp1id"" und ll~i~ SP,'\.'llomc:lry anal}Si!t (MSI. Ar­
rn\l•h tnurk th~ ~lUCll\."\? ohluincJ h>· c:ach mc1h1'4.I. 

S•'tjucucc cc>mpnrison u'ing ULASTP slurncd 1hm lhc pu· 
riticd pcplidc hus a grca1cr simil11rity "ith the C'hT.\ ~ub-liun­
ily. aKT.\l. th:m LO ulher sub·familk.,; ot' lite short-c:hain 
uKTx fumily from sc."'\lrpion vcnoms {JMJ. Tite ne\\ tnxin is 
ckiscly rcfal•'<I t<i Jimbatu•lo•in CLbT'; uKT•l.41 [!5J \\ilh 
84% iucntily, nnu w ibcriulo•in ()bT.\; uKT.\J.3) wilh 76'Vi· 
iucntity. Thc idcmiLy \\ith ChT,, lctKT.\l, J) was ouly 54% 
1 Fig. 2a>. We ucciucu to d;miJ'y this ncw wxiu. cxKT.d .11. 
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J. Gr1rd,1·""alcle.r c.•t t1l/FEBS lc•fl¿_'f.\ 505 (i1KJJj 3tW J7J Hl 

a 1 10 20 30 
Slo'l'x (cxK'l'xl.11) 'l'FIDVDC~SKECWAPCKAAFGVDRGKCMGKKCKCYV 
r.b'l'x 
IbTx 
ChTx 

(aKTXl.4) 
(CXKTxl.3) 
( <XI<T.>el , l) 

v----s-s------------v-T-------------? 
Z-T----s------sv--nL-------------R--Q 
Z-TN-S--T-----SV-QRLHNTS-----N---R--S 

1-+¡r--l <X ~ ~ 

b SloTx lbTx ChTx 

Flit. 2. Moh.'\:ulur ch11rui.:h:1i~tk,. l)f aKTxl.11 CShll':\), a: Amino add ~qui.:nci: Ct.llllp>1n:>un of SloT.\. lbT\. lbT.A anJ ChT:\.. l\l.\ill:i \\...:ri:­
:11ipnL'll using.1hc Pi~ut> p1ug1i\n1 (Gc11etic1' Co111¡,utc1 Grnup). D>1~hc!'!: IJcn1i..:ul rc,.iJUi.."lio; yuesti<1n m;i1L.: uuknO\\ll 1l-.iLlue. 1\1ni1Jl) .aciJ:o fo1ut· 
inp u:-ltclix und P·str.tnds in lbTx (d~hcJ liuc) anJ ChTA a~ rn;uLcd (25,.31}. b: f>1cdu:tcd d~rost~ti1.· iM1po1cnnal of SloTx. fbT.\ :111d l'hTx. 
JtcJ ~urfü1o."Cs n:prt..':'!Cnl nc11uth--c clcc1111~1;itii.: i~u1w1c111i:tb al '' fi°L'l: c1h.:IM,) uf' -2 k1h·: lhc blm.· :-.urfucc1' are fot (h~ithc Í!.t1po1c111ial1' uf 
+2 kTlc. Mok~ulc:i¡ ur~ 01ic1111:J 1'UCh thul 1hc huttum pan would intcnu:1 \\ith 1hi: pon: uf K"' clwnud:. r21 .. 21J]. 

lU.:cording to lh~ inkrzuuionul nonu.:nclntuh! propo)C<l rl"\:1.mth 
by T>l~ul el ut. (IS). Cunsis1cnt with it; ""'I""""" >imilarit} to 
LhTx, lhTx and ChTx. <1KTxl.l I ¡, nl.<o a po1c111 inhihitor nf 
tlw mnn11na1im1 MuxiK 1,,.·hamu:I ft !!iuhunit (Slu) {!ll'I.! Fi!!. J). 
;ll1d thus, wa~ gi\'en the C1l111mon n.unc. Sk"ITX.. 

Multiplc scqucncc :ili~nmcnl of SlnT~ 11ith LhTx. lhT~ and 
ChTx sho\\s Lhut thc: C-tcrminul rcgiun fu.lm position 15. in­
duJing two JJ..:d1~ts P,SJ. is thc mo)l cunsL·n·c<l n:gion ucro~s 
thc molccule!\ (Fig. 2<iJ. In addition, c1t..~ctro..,1utic p1)l~11tkil 

;mulysis. ul l.:?U ml\l ionk strcng.th. «-kmon!litnth:~ thut si111iJ¡1r 
to JbTx nnJ ChT'."t. thc consl!tvcd C-t\!rminal rcgion of SloTx 
-:onfcrs 10 thi.! mol.xulc n pt"lsitive d!i!ctro~rntic i'ill(lOti:ntinl 
tlrnl i!\ vcry closc co lhc molccuh1r surfücc. Fur ilJu~lmti\'c 
purpo~cs. Fil:. 2b shows lhc c.:Jcctru:\tuti1..· bup0tcnlial"i ut 
7.Cro ionic strcngth, which make.¡ di::ar thnt SloT>. has a sur­
filCC tlutt is pusithcly clrnrgcú (bluc griúJ. Thc>C n:>ulb ilrc 
co"'i•lcnt whh thc foct lhat Sl<>T., hlock' MnxiK chnnncl' 
IS~C Fig. 3) und thc \'iCW tlrnt thc IH':;itiwly dlilrgcd C1 tcr111i­
nal Uumain js u major 1..·umponl'nt for spccifü: shorl·r;.m,gc 
inlcructillllS l'>l:lWL"\?n ~corpion tux.in.,, und thc 111.·~mth·cl)' 
charg.1,,.'ll porc rcgiun of K"+ d1.mm.•ls JcaUing tu dmnncl hlock.· 
aUc [26-2YJ. Sp1."Cific hydropht,bii.: r~~u.lu1.·· rc~iJuc.• illtt:n1L'tion!i> 
bc1w~n SloTx O\lld MaxiK clrnnnl!I!\. ma\' also C.4,)ntrihutc to 
10,.;in-channcl intcrm:tion ª"' i~ tlu: ca~ f~r ChT.r.. {~fl]. lnti::r­
c~liugl)'. lhc N-tcrminal llanking rcgiun of tlu: u·hcliA unc.I 
prilJr to thc (\-sheet is similar in SloT' un<l JhT:i., but di!ttincl 
in ChTx (Fi¡¡. ~al. This rcgiun is silumcú in thc li1cc oppositc 
to thc sitc of to•in porc in1cractlon (29), wtd mi¡dn hu\'c 
implicutions filr thc modulution of channd hlockndc by thc 
'.\foxiK Jl suhunit• ¡,,.,e hclow). 

3.:! .. ~(/i11/ry of rzKJ'.\"/. 11 {iJr tlll' ,\/,, 1'iK d1111111l'i 11 .\/1h1111i1 
Thc two-ck-.:tmúc rnhaµc-damp lcchni4uc W•• u-.-d Juring 

thL• tmdn i,;o)ation prnc~dU~ tC1 lllt.':ISUfC thC Ucti\·it)' ur djffer­
Clll frue1ion< on thc M:1xiK rx suhunit (hSlo¡ currcnts. As 

m1:ntio111..-U beforc. rrai:tic..ln 11 und sub·frnction~ 11.1 ¡m«.f 
11.~.12 ull lrnú a hlockinl! ,·ffcl'l ''" thc :'vlu.\iK currrnts. 

Thc hlockin¡¡ kinctics nf thc purc pcplidc lrtKT\l.11. 
SloTx) was Ül'tcrmincd in ouhiüc .. out pttll'ht.•s c.•xpn'!'l.'ing lhl! 
Ma\iK u suhunit (hSlo) nnd umJcr cfuutitil111s hl an.1in a hiph 
channcl open prohilhility cx.i µM [Ca'+li: +40 mVJ [IJ]. A<l­
Uition uf JOO n~I SloTx hlod~.:U mure lhun lJ0% of th1..• curri:nt 
1Fig. Ja>, which '"" complctd)' bl,,ckcú by 10 mM tctracth· 
yln111mnnium <TEA). To.\in hlt)ck~dc rcm;:hed st.:;.u.l)··stntL' 
within 15·-JO > uml was íull)· 1wcr.;ibk IFig. Ju. \\Ush>. Flg. 
Jd shows thc norn>i1li1cd c"Urrcnt hcforc (I J. uflcr nddition llf 
IO~Íll (:'.!.). Ulld :tftli!r WU!"hout (.'J {llffC'IWS nrnrk lh'i!' rn.Mition OÍ 
to.>.in and thc hcginning of wnshnul). Thc duln could hc \\cll 
littct.I nMumin,µ ;.l himok."Cular blo<:kin}; rcHction (t:ontinuous 
!inc). T\1 incn:a~c tite Jccura\.'.:)' nf k 011 mi:n.'iurcmi:nt~. ;1dditinn­
al c>.pcrimcnL.,, with u lo\\·cr SluTx. t:om.:cntration ( 10 nM> \\L'íl.' 

pcrfonncú. k.,., wu< (~.9±~.2JY. Hl6 :\1-1 ,-•, l.·,.rr was 
(4.M± l.7))<'111-i ,- 1, nnd /\• '"'" 1.5±0.8 nM (11=SJ. l.,.,, 
a·m.J kon valucs of SloTx uri: clu~c lo thoso rcporh:d for 
lhT.\, hut ulll• ord..:r nf mugnitmlc '.\i.1111111..:r tkin Lhc 011cs for 
ChTx (5). Thc n•,uhs sug1'CSI 1h:11 SloTx, 'imitar to ll>Tx ¡mJ 
C:hT.\. lnll•racb wilh tht' j\1ax.iK chnnncl pon:·lhnning c.i. sulr 
unit by hlo~king thc port.:! via n himolccular rcnctinn. 

1.J. P ,,·uh1111i1 modulu1io11 of tllt' S/oTx-,\lu:t:iK a :mb1111i1 
i111erdctir111 

h is known !hui co.c.,prcssiun of MnxlK u<..:c-s.•011· Jl ouh­
units changc thc voltagc and Ca~I scn•itivhic•. thc klnctic>. 
and thc phannncot.iµy of th~ MmciK chnnncl pnrc·forminµ 
u subunit (11.14). Thu•. wc dcdúcd lo explore \\hclhcr Che 
snu101h muse le Ji 1 subunil (;10) or neuronal P4 >11buni1 [5] 
modify thc panero ot' SloT~ hlockadc "f MuxiK dmnncl<. 
To co11Jim1 f1 suhunit L'.\pn'Ssmn. \·nllagc.--ncli\'ation cur\fo.•s 
wcri: ohtnim·tl in :di c.xp!rimc-nllri (in~crs in fHllh!1!i n.h.t.•). Al 
che r:dcium c>lnccntmtinn 1cs1cd 1 - 90 µ M), 111 cm«cd u lcít· 
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a a+ f}t a+ f34 
control b e ·rn t~~í7TI 1 conn'-CrJ 

a 

waah ~111 100 3 wuh ~l.of-i-J 3 
:.:;: ~100 100 

~I 2SloTx mv 1 mv 1 mv 

s'"""nw TEA - TEA - TEA 

d 100 nM e 100 nM 

1 ·ñ I 'íl h11_ ···~ 
z 0 o 20 '40 ºo 20 '40 

Time, min 
SloTx 100 nM, 5 mln 

g ' 1 
8 
Jº 

a+ 

a+ ¡i1 

a 1 o 
z liiñ• 

fJJ;t. ~. Dlot:king propcrti...-s of uKTxl.11 011 Ma.l.iK clmnm:h ronncd h)· u or u..-tJ '-=omplt.!Al.'lt. Oul!'iidc-uut Jl.illChL~ J"rom .fpn11pus DOC')'lC:t CA· 
prcsi.iny u (u,J), ot+Pl (b,c) aud u+~ rcJ) ~ubunit1t. Currcnb "ere didu.·4.1 ut +.JU mV frnm u holJiny rohmlial o( IJ mV ~vcry 2 J., u,b,1.•: Cur­
r~nt lr:h."\.'' UI tt(X.'\:IOc thm:s durin~ th~ c.l.rl•rimcnt. Numbcr1t in truco 1a.h.c) und in Hmc cour:t~ plnt~ Id.e.O are cqui\·ulcn1. 1: Control: 2: in 
rrcM.'llL'\' ol' tm:in: 3: ufl<.:r loAin wal\hnui. TEA blud..atli.: wa:i. p~.·rfonuci.I hdoh.' lo'l.in urplictuion. Arnm~ murk thc ti1m: of udditiun of ttui11 
:tml wu~huut. d,c,f: Sleudy-hlnll' 1.·urrcnl ;trnplitulk°"' m. tt func1ion uf time:. Thc gr:t) linc is th~ bl't.l nt tu oi hhnolt.'t'uk1r bluddng rcnc1ion. which 
Is only "" uppn.>.timutlo11 for n+JH anJ rttlM channclh. g: Ntlrlltalia::J cum:m oblalncJ afü:r S ntin appfü .. ·u1ion Ctf 100 nM Sk,Tx to di.tnncl!t 
l'ormctl by u, a+IU anJ u+li--1. Nolc lhal thc f~ :i.ubuuit m:1kc-i Ma:ILIK dMnnclN Cl.h\."m~ly n.-,.Jalant 10 SloT,\. bJock.aJc. 

wurd shili of -RS mV of lh\! \'t"lltagl! nc1ivati1111 curve~. 
whi:rcns f\4 c:rn~cd a shift t'>f - 39 mV. 1 folf activution poten. 
ti;1I~ w1.•rc: 22 .!; 1.:1 mV (11 = 5) for thc í( suhunit. -6~ :!. H mV 
(11=5¡ for cx+¡ll subunils aud -17±2.1 mV (11=4) ínr nfl\4 
subunits. 

Co-cxprcs.<ion oí thc JI l subunit ( Fi~. 3b.c) slnwcd d1iwn 
thc on·mtc of chirnm•I blod;.mh: hy hH> onli:n.. uf nrngnitmlc 
to (5:i~.8)X ICI' 1\1- 1 ,-i (11=5) whcn compan:d with thc 
u •uhunit ulonc (3.9!1.~JxlO" M- 1 ,-1• In uddition, thc 
ull~ratc was Uramulically slmH-J down mukin_g SloTx block­
udi: prncticnlly irn:\·cr~ihli: <luring thc cxpcrimcnlal time 
(Fig. '.\i:; 11=5). Fig .. lh illuslrnti:'> l."lllltrt1I l'L'"4..'llr<ls (l), nfkr 
- JO min nf toxin applic;.11itm (::!,, oind -15 min follnwinl? 
\\":1:\huut ('.l). lt also ,h,1\\':-. that 1}1 l.:'•1·~.\JUC~"iion tlocs nnl 
11lkc1 full hlock"Jc b) 1 O mM TEA. llllcrc,liugl)·. if cl1111111cl 
hlockudc \\U~ llt.ll alJo,\ cd tu rc:.u:h ~1c,1Ll\··!tli.1lc. \\ ushtllll in· 
dul'i:d -;cr'./11 1>f rci:u,·cry t1101 ~111.''"'11: 11°=21. wl1icl1 111uy h<.• 
im.Jkafr,·,,. uf a SL.'(.'OncJ bjndin~ stcp bch.\C(.'JI thc cJ1an11cl. thc 
to'in ami thc c•trnccllular loop of thc fil •uhunit. Thu•. thc 
h1111nlccular modcl uscd to li1 Lhc darn i• Mly 1111 npproxinrn­
tion umJ A."d "uluc:!t cnnnut be ~timutcd, 

In thc cuse of uocyt•.,, co-c.,pn:s.lng u+Jl4 subuniL• (Fig. 

Jc,n. thc assl)Ciation ratc of rhc to~in wa-. much slo\\cr than 
whcn Jll was Ct"H~\prcsscd. Thc mH·atc w1L" Uccrci.ISL'<l h~· four 
onlcr!l. nf mngnitudc h'I (5.'Ji 1):.-: 102 M-1 ~- 1 (n=4) wlH.·n 
comparcd tu thc CL suhunit ulonc. On thc ollH:r luiml. thc off· 
rnlL' \Va~ cn:n slowcr, making lhc loxin dissoci:ition irri:\'C:l'S· 
ihli: within thi: cxpcrimc-ntal time (,....,,.lo min t'olkm·ing \\'U~h· 
out: Fig .• u,. RcL'ttll~C oí thC' tfm,til'.' diminution in thc a!"l"''''-·i· 
ation rute, thc to;( in cof'k:cntrnlion \\ n~ incrcasl"'d to 1 JI M to 
he uhlc to c\'ahmtc thc nn·rntt.! within u rcn!',"lllnhlc lime frmni: 
( -.?S min; Fig. Jf). Trac..:s in Fig. Je illu~tnl\c thc "''urrcnt 
blnckntlc uflcr -2S min of Huin upplicution C.). - )fl min 
fullowing to~in \\.'U\huut (3), and l.'Utnplct1.· hlockmk· \\ ilh IO 
mM TEA. Fip. ~g illu~tratc~ thc 111agni111de nf n. ít+f\I and 
u+fs.J hlnckadc u~inµ thl! -.:une cnnc..:ntrntinn of SloTx ( ICIO 
n~I). 5 min :.aftcr to.\in c.&pplk~11ion. Duc lo th~ CAln·mi: slu\\ 
on-rutc uJ' SluTx on <i+Jl4 d1m111cls. their hlock"d" ¡, i111pcr­
i:cp1t1hlc i11 thi~ 1inw ran~c. \\hcrL:0.1s hltK·km.lc nJ' i.:hannch 
~~scmbk•tl by u+l11 or n suhunit~ wa\ -9f)'~~ •. In uthcr wonJs, 
cHll-I channcl< nrc c•trcmcly rcsi'1nnt to SloTs hlndndc. hut 
º"'" hlockcd. thc to•in intcraction is apparcmly irrc\'crsihlc. 

fa)1"rimcnts us111g fll und ¡l4 r.kmonstrutc tlrnt SloT,, binJ­
ing ll' tlh.: chuuncl b 10 liml."S slo\\-cr thun thc intc:raction uf 
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J. Clurciu-1'11/Jc.•.{ 1·1 ul.lf'°/!.IL\. J.1..•l/c!I'.,. SIJJ t:!tJIJ/ J JtW .• i7J 

1'ubr., 1 
Sf'.'\.-ilk:ily nr nKT•l.11 l<»ln liir Mu>IK ch11nncl• 

hSh.l11 :?00 + 
dSlu .. , Kvl.Jh, Hi:rg" or JH.K2.1ti ~rx1 
SblR" 350 
SKI', SK2' 1>t SKJ' 5110 
"Outsidc-out putC'l1c1t und J 10 K-mi:1ha11csulfonatc. 
hT\\n--cl"''\:tmdc \'olw.gc..clump nud ND'Jti t."lr modifk"t.t Nf>'l6. 

lbT.\ mul ChT.\ wi1h lhc d1a1111d "h<n ll1''SC suhunil> ""' 
prc•cnl (5]. In fuc1, IOO nM SloTx i• 111111"10 In •i1111ilk11111ly 
hlock 1hc chnnncl within 5 n1i11 llf applil:ation in fl+f~ drnn­
ncb (Fig.. 3g). whcrea:-. lhT., ,1r ChT.\ hlm;~ -1Cl'~t;, t1í thl.' 
cu1Tcnt in this sume time frnmc {Sj. Tl111s, Sl\>T" is n more 
n:liublc pharm11col<>¡?kul lOol 1han ChTx or lbT' lo di•lin· 
guish chnnncls fonncd by MaxiK 1HJl4 romplcxc<. 

3 . .J. Spt•t'i/idt,r o/ rx.li:Td.11 11nin JÍ1r ,1/cniA.' dm1111(•/.\ 
TJu.· to>.in spccificity was u~~¡1y\!c..I in dillCn:m typ.:s uf' 

K + chunncls "1ch 11s thL· voltu¡?c·c.lcpcnc.J,•111 ShlR IS/iukt•r 
J.:+ chnnncl with inacli\'¡1tion rCl11ü\"Cdt. Kvl.I. and llcrg: 
lhL" \'\lhU}!C· aml ~akit1nH11..·tiva11..•d hSk1 and JSlo: th\! \'Oh· 
ngc·indcpcndcni/c:olcium·uc1i"nlcd SK l. SK2 nnd SKJ: and 
lhc \'('lla~c-iru.Jcpcndcnl JRK1.I. Tlu.• l\\l1-ck•c1rntlc \ohU!!I.'· 
clamp .~yi:;1cm wac; u~cd 1n ~1udy all voltngc·dcpcndrnt 
Ki clltrnn~l"i und Jl{.K::?.l. Out,idc--out parche' wcrf.!' uscd hl 
:-.lm.ly tdl calcirnn-dcpc:ndcnt K 1 d1anncl:-.. ~onc nf lhL!':-.c 
channcls showcd tmy 1ypc nf inhiliition whcn mmonrnh1r cnn­
ccntmtion• oíSloT.\ """' tcstcd (T"bk ll und ufkr 10 min of 
h>Xin uppllcatinn. Thc luck of 11c1ivi1y llf SlnTx tnwnrc.l• thc 
K + clrnnncl 1ypcs cxumincc.l hcrc minucs 1hc lbT.x inucli•·it) 
un channcl~ othcr than tite ~fn,iK channcls. Thu", lhT.\ nnd 
thc ncw to•in 1\!port•'tf hcn: (SloT>o uKTxl .11) urc quilc •pe· 
cilic for ~-1nxiK clmnru:I:.. 

In summary. lllH r~sults op.:n thi: pt1-;sibilit)· to U'\C 
uKT,.l.11 for c.tis1.·riminatinu chunncb in Uilkrcnl lissucs 
that cx1ncss ll. n+Jll "'" n+11'4 d1111111cl•. 

A,·J,·111m•lt-1lgc•11wtrt.": Thb \\'•11'~ \\U!:. !\U\lpc.1rh.>tl hy b'1·unl~ frnm f.llmurd 
Hu~u:s MeJic.;11 l11."iti1u11! (No. ~500057~). c·o~AC~T-Mc.•AJCO (~o. 
316IJl·NJ onJ DGArA-UNAM (lN~l(>'){)(IJ 'º L.r .. fr<>nt NlH (HL· 
54'J70J :md Human Fn1111iL"r Sdcn~L" r•wgrum <>ri:111i1.:Jtion w L.T. 
J.G.V. n.""t't.~in-d :a Sc.-lmlar~hip l'mm CONACyT·ML!.\ÍCO (N1l. l1?.196} 
um.I OGF.P·UNAM. l.T. ii. un E"Whli!\hcJ ln\ebtigt.llor from tlk: 
Americ:1n Hcart Ashodation. Wt: thank (il!'u:arn Pilnit·nt:1 for h.:lping 
un t.hc purilk:u..ion ol' lu.\in unJ C"'"SJr Oa1bta iur nu1~' :-.pcctrum~lr-y 
di:tcnninalinn~. Wc nh~u lhun~ J.P. ,'\ddm:rn. lhr SK l. SK:? und SKJ: 
R. JohL"I, for IKK:?.I; G. ltoh~rhon. for Hi:rg; and M. Momul, for 
KYl.J cDNA. 
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Mapping the receptor site for ergtoxin, a specific blocker of 
ERG channels 
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fafi1i:J by Maurii:i! Montal 

Ah\lr.act \\!e ~how hl-rc llull cr~loit.in (Eri-=Tx) i"' u hunu ride, 
s¡1cclflc hlfK"ll.rr of thc hu1111111 efh('r-u-~o-¡.:o-relufcd ~cl'K' 
(HEllG) channch. 11 do." 1101 alT<el lhe íunclion oí <iUier :\I· 
~ug or l\1-clk clnmnch:. A ddn~ric cun"rucliun cuntuinin~ u 
§CP,men1 or thc P-region or !\1-en~ c.·hannel ln"'crtOO lnto lhe 
Ht:RG cbaumel drnMicull,\ dimin"hcll or completd~ ubofü.hed 
tht! luhibJtory cffn1 or Er~Tx. nbcrt>u-. chhm·ru"' or thc p .. r...glun 
of llERG ch.aund 11110 ;\1-cuµ chmmd~ rcl·m·cn·d lhc inhihitory 
cffc'-1• Front thc P-n.•J,!ion poinl mutu.ub uf HERG clumm.•I 
U\.\U)s. onJ~· rhc mutunt N~'>KQ \htrn!'l iihout 2.Aii'X, JccrcmC'nt oí 
the ErgTx InhilJitol') dft·ct. Er~T.\ rt•co~11i1to:-. tlu.• P-ce~ion of 
HERG ch1uu1ch. blockint: thc d1annl'I íunclinn "ith u Kta h1 flw.• 
ordcr oí 12 nU ~:· 21Ml2 l'uhll,hcd h) f.he1icr Sdcncc JI.\'. on 
bd1ulí of U1t• F1.•dt•rn1lon oí Euro¡K'Hll HiodH"mi~ül Soch.•des. 

J\t•y irorcls: lluman cthcr-u-gu-go-rd..iti:<l gcni,,: chanm:I: K+ 
chnnncl; frg1n~i11: :\·1-clk "~han11rl: M·cag channcl: Scorpion 
luxin 

1. lnlroducdon 

Thc humun crlu .. "'f-a-gn-gn·1·i:ta1i:d gL"llC ( l IHRfi) is u mcm­
h\!r of lhc Eug ~Ufl~r ímuily llf genes cncnding J''ltu:COsÍum 
clmnncl!to with si.\ trnnsmL•mhrani: dnmams. un S4 rcgjnn mid 
a highly con~rved 1• .. rcg1nn 11 J. l\:lu1a1j1ln,. i11 1 JliRO i:tivc riM.~ 

to inhl!ritc<l. l>"Jll! 1 long QT '~milrmm.• (21. L"Ull!'>CJ hy a ln:iri~ of 
thc cmdiac re¡'lf.1larir.ing curr<.•n1 ¡Kr (3,4¡. Curn!nr:; urisin!!' 
from cxprc~~io111')f llEH.Ci 1)r l~RG. ª' thc homolng!i. in uthcr 
s¡'ICCic!i ure knnwn, ul~l., pla> .. n rnlli: in spíkc-frcqucncy ud;1p· 
tatiutt in nl!uruns ISJ and in humun p~tncrl!Htic ll-cclls f(ij. 

ERG t.:'hnnncl!t are thc t;.ugL't (1f u group or poten\ drug!t 
includin~ anti-urrhythmk:-.. ;.anti-hi!\taminl'S :md :1ntihio1ici. 
[7,R} 1ha1 hlnck f\.+ currcnt~ cuusing a~quircd kmg QT syn­
Jromc as a ~idc cfü."Cl. Thc diM:O\'Cr> nf nalurully nccurring 
~uhMml\ .. "Cs thnl can Sl>L.'Cllkally uml l'C\l'rsihly hlnck nr 1ccog­
nizc lhcsc typcs ofchnnHl'I~ i!\ fumtumcmal for thc icarch :1ml 
Jc\'C(OplllClll Uf llC\\' put.uth·c <lrug:i lu ln:al Ml5TIC Of lhC <lir.­
CU:<iC!r. ami m:.1Jfunctions ai.~m:tatcd wilh 1 IERO clmnncL,. For 
thc vohagc-<lcp~ndcn1 K J. c.:hannds che u~c of st.·orrinn 1uxín" 
(9·· 11] ha!i b.:cn c.'ifrcmL•ly u"cful w dclcrminc 1hc ,gl.'omctry of 
tite muer vcsrihule nf thc pon.~ ot' 1hc dm1111cl. to conduct 
:o.ludies uf c.JoubJc JnLllUntS (chUlllll'I and lo~in cocJin¡; b'CllCS) 

•corrc1pondi11g author. l'u; (S2J·73·17238K. 
&11f11i/ 111/Jus.~: (lt'>5sanl@ibt.unam.m• (l.O. Poísanl). 

for L'Clrrclution of thc stn11.:1 u1\~ with lhc fun..:lion nf tite li­
¡;und rc~'Cpll>r c111nplcX<"> [12 IR}. Two muin kinds uf 1111111· 
rully O...."Cllrring pcplic.lci.. frum hC.'orpiun~ ami :;picJcr:. Jm\c 
hcon i>olalcd unll chumclcrilcd; (i) lhc bloc~cr 10,in lypc, 
that intcra~L' with thu outc:r vc::itibulL• uf thc: porc inhibitillM 
thc channd!. hy phy:.i~ally occlud1ng thc K 1 conJucuon (llJ/, 
jn a 1: l t1tokhln111ctrk· rdation)hip, anJ <ii) tlu.· ga1111~ rnndi· 
lkr, th~ll int~r.icb with 1111: S.3 S4 :ii,,:gmcn1:-. of lhc dmnrn:I in u 
1 :4 tilnichiomc1ry rcl;.uion:-.hip anJ mudilii.::-. thc do:-.ing uml 
opcning kinolico of U1c channcl [211.21 J. 

\\'e huvc íl'L'Cntl)' fmrnLI crgto.\111 tErgT:\.) l.:!~.!.11. lh\! lir"I 
::.L."4.ll'pion pcpUJi,,: cupablc of blol'king )J1'!cificully ERU l'l111n­
ncl1ro. In thb "'mnmunicution \\l' dc)..:IÍhL· thc intL•rnction of 
l!rgT~ \\ilh thr\"c: l'llimcrn:. of 1-IERti unLI M-L.'UJ:t chunnl'ls 
uml i,b,, tHH"l .. Tcnl puim mutUUI.!. in..,olving llu..· P-rL·gion of thc 
Hf.RG chnnncl. 

2, ~lalerlah and mclhod• 

J. l. Pr,•tJttrt1lim1 11}' d1imcrll' urul p11/111 mmam.r 
Tiu: nomcm:luturc Í4.1r chimcm., 11t..lortcd in Ibis cummunlt.ittion 1,.uu 

.clL~h:d by usinp lhr fir..t lc:ttc:r of ~ch chanm:I (cilhi:r 11. ~landing, for 
1-U:H.G: or M. 'timJins lhr M-cu~: nut"~ thc itulie>o, which JiitlinMui1r1h 
thc h:ncn frnm a111i11u ucid n.-siduc·o. 111u!i., 11.llll mL'illl'I a chimcrn 
whc:rc lhc u~treum ~quL-nL·c of 1hc gi..·uc encodinJ!. Ut.:RO chunnd 
wa.'I uscd. fulhm-i:d by n ul:!ntent of lhc M·Glg gene: (licre ool)' itC• 
qucm:c.'1i Uult cm.•ot..lc lhc rore '"'!ÓOU ofthc clumnc)) und lhc cxtcndin!I 
sec.1ucucc to thc cnd llÍ thc C-tcnninal rcgjon of thc chnnncl WU!t a~ain 
írom fUiltG chunncl!i. Con\'CriC'ly • .\fil.ti mean:. u conslnu.:tion of .i 
chlmcric gene whcn: lhL~ N-tcm\inul l!t frnm M-c;ag, lhL• porc hCgmcnt 
cnn1nln1o. HF.RG l:!CllC M:qucncc ami 1hc C-tcnninal i" apuin írnm M· 
cag 

Thc cll~A l'or "·hirm:ra 1/.\1/I wa!i 1.:omMuc1cd fwm '"º PClt 
n;:u:tinni.. lñi,,: lln.1 mnplith.~I 1hc ¡iurc uf M·cul!: 11 5' cml lug ot' 
Ul!ltG clone \\'IU intr1.'lduccú unJ ~ OglJI silc of M·CU!!'. Y cnll '"'"s 
elimlnatcd. ·n1c M:CunJ PCR amplilicll thi,,: lint produc:1. U!iin¡; Hl:RU 
chunnd a~ IL'111J11;Uc; a BHF.ll :-.itc uf HF.RG clone"ª~ inlnH.lul"l.'tl 
'Jlu: PCR piotlucl fM-eu11 ron: with $' cnd ur HERGJ umJ thl' HERO 
done into pl'DNA3 \\Cu: di~c\tcú "Ílh 8.HEll nnd Bi:lll (u B¡:nJ ~it1: 
('IÍ pCDNA3 w;1..¡ eliminalL'li). Thc lin:tl PC'R pn.1<.Juct '"ª"' 1hcu !<oub­
dlmt:d intll lhc cnrrl!~pum.Jm~ 'i1lc of 1hc H ERG 1-!L'OL'. 

'l11!! encodllli channcl \\'a!I compo~l'1.I oí HERG M:qucncc:t. f1um lhc 
aminn-ll•rmmm. l<l n:sid uc C5tib. óil which poinl ll cro'-M:"d O\'t'r 14.l M­
ea~ rc .. iJuc l.l9h Al M-<.l!t rL')illuc KS77, lhL' M."4U\."lh.:I.' uµin i:roncll 
b:tck 10 HHRG al n:i.iJui: Kf1~8. 

<..11imer11) .\lllM anJ .\JJ,lf:JI/ werc c.:on~lnJl:IL-d usin¡: :m in \'llflt 
IL"Cumbinatlun l4."Chniquc :1!> prc\.iutL\I)' Ji:M:ribr.:J hy Hcri.lxr~ el .ti. 
(2-4). ll'k!' firM cro~i.ovcr poi111 In lh~ .\111.\I con-.1ruct occur" hcl\\l.'Cl1 
M·cug n;~iduL' V44•J 11nJ HEltCi rc,idui: VC1ll, 'J11c :.i:coniJ cru\sm·cr 
P..'int 1>\.:curs aller llEltG rc:.iduc LMO tu M<.tJ? res.1duc L4YH. Fur 
,\IJ81/I, thc L'íll>iM.>\Cr rn.:cur.-. bi:h\'\.'Cl1 M-cll~ n:,.i,luc JM~ and HF.RG 
rc:;iJue M 61 'J. 

0014-S793/02/S2:?.00 ~ :?.00:! Publit.ho.I by f!ls.t=\'Ícr Scicncc 8. V, on bchall' \lf 1!11: l-\."<icralh'>n of l:::u1opcan lfü1chcuui:.1l Suc1cllc!i. 
Píl;SOOJ4-S793(01)0l21H·S 
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Tilc polnt mu1otionli or HERO MCnt: wcrc prcpurcd by dirccl muta· 
itcncsis by I\\'&> step PCR 1Nclions in which appropriatc p1imcu were 
lU:ie\I, The corrc:ct prC'alcc of mutanu w:n \•crilicd by J;Cqucncing the 
p10<luct1 in "" aulomotlc Appllcd Biosrstcm• nuichinc. 

J.1. 7'vxl11 p11r(firmlm1 
Er!(TX wtts rurifü."ll by chromuto1ruphic pmccdurc:s H!i cnrlicr dc­

scrib.-d (23). 

J .1. (1m1111,./ t•\"l''"·'-fio11 lu oor·ytr,· 
Complcmc:mary l~NA~ l'or inj1.-cuon inlo o~yt1.~ wcn: ~yuthcsilcd 

from the 17 promo1cr of lincari1.cd DNA h:mplutcs 31 thc /).¡•ul ¡ite 
usini! thc Mmcssngc Mmuchme kit (t'\111bion. Austin. TX, USA). Th-= 
uocytcs wcrc prcp¡.1rcJ foUu,\'i.111( thc h."Chniqoc dc!tCdlx:d ca11icr [24~ 
In bricf. femalc .. \·~1Mpus lm•1·Lt frogs CNcL\Cll) ucrc uncs1hctizcd by IS 
miu cxpo~urc 10 0.1$~~. of 3-~minobcnwic acid cthyl caler tSlgma). 
·111c OOC}'tci Y+\m: surgh.illly rctUO'o'Cd flom the mury. al\~r wh1c:h the 
fm~ wus clo!il.'d by ~uluring ami pluc4.."1.I in wutcr 10 ullow n'Ctl\'l:r)· 
from thc am;sthL-:iÍa. txfolliculution ~.11.s pcrfum1cLI by incuOOliun fur 
1 hin 1.5 mgfml collagL .. 1115'! (Slgmil T~Jl'! 11) in c .. ~. ·fll.'\! OH.:? OOl:)"lC 
rnc:dium wi1h gcntlc a(;ilalion. Onc)'lctt wcrc slorcd in NDYh "olulinn 
¡In nM1: 1J6 NuCJ, 2 KC1. 1 MrCI,, 1.s CaCl1• S HF.J>F.S buffer 
udjufilcd 10 pH 7.4 Y+ith NaOH ond supplcmcnh:d wilh 10 ¡.irJml 
1!Cnlumkin) 111 1sc.c. Ooc.:)'lc'fí wcrc injL'\'.'lcd ''"'ilh 50 ni of cHNA 
(0.3 ugfml) h) U!tin~ u mk-rc.lllitipcn~r unú a micropip.:lli:. lnjcc14.."ll 
OOlj'tC'S WCfC' im:ubatl'd Ul u'·c for :?·4 48 h in NDIJ6 mc-Jium. bc:fo~ 
omalyshi. 

J .. /. Hlet•tmplr,1•.,wltJ;:1t·a/ rt!t'tJrdürg., 
Chílnncls "'-ere CAprcs~d 10 u lc\"cl whcn: O.S 5.0 i1A of L'\ltrcnt \\'US 

rccord1."<.I during a depolarWng ~tcp fn:~m i.I holding. ~.llcntii.11 of -80 
rnV hJ puh:111i,1h bctwt."t.'1> -RO und thO mV. and rcpoh1ri1.inl;! at -100 
mV. Currcnti wcrc rt.>tordctl uiiug thc l\\O·Ck."1.:lfl>tfo \·ohagc clamp 
rnethllJ ICA~IU high pcrfarmnm.'C llOC)1C clamp DAOAN). l!lcctrf,)• 
des \\-en: filkJ wilh 3 M KCI, Jwd a rc~i!ttuncc or O.;\· 1.0 Mn. Thc 
huth tiululion contnmcd (ntM) IJS NaCI. S KCI. J M~Cl2. O,J CaCl1. 
5 llEPES bulTc:r 01lfjm.1 .. ~l tu pll 7.4 with NaOU. C'nntrol n:cmth• werc 
1uki:11 rrior 10 t111: ulfditi,m tlr to1dn. On thc uJllilion ut' lmdn lhc 
pc;1fu1iu11 mcJjum "llh ih>ppcJ to uUow homoszlilCC.lU1 Ji!ljtienlon oí 
lhc tc.uin. In lllOhl cxpelimcnlh. lnxin \\o;tlo l"l!'l1h1\"L'li rrom lhc txuh lo 
dL•mon11.lnt1c n."\."ovcry. 

~ -llOmV mV 

L. PurJu.t...l¡w: "' ul.IH:.'/JS t...•ll•rs j/(J (:!fHI! J 4.< 4~ 

.ti. S¡w,~fficil)' nj' HrgT.r f'.ffet·I In um·.1·11• ''XJlf''·\·wd du11urel1· 
Er¡¡T.• cOt"Cl• \\ere uri¡¡inaliy rcporlcú 011 ERG-likl• curr•·nl> 

in nati\'c ncurul nnd ~urdinc tL't!'UC:i uncJ 1i.-ts.t11.:-dl!ii\'t:d cdl 
lincl\ !\hown to cxprcs~ tlu: gene cncot.ling ERG f.:!2J. In thc 
prC~lll SIUd}" \\C US>l'SSCd lile s¡>:ciikit~· nf lhC lir¡¡ fa inl<r­
al-1Íllll hy ~c1mpnring it:\ rclali\'c.' cm.-cl'll \)11 hcll"lnlngously ..:.\• 
pn:,.,;cd «-Mrbunil> of llERG. M-••ag :iuJ l\.1-dk chanuclo in 
Xc.•1wpm· \llXytct.. Thc nim of this study \\':1~ h> t.h:tcrmim: 
\\ hcthcr Er~T~ wu~ sp.:cilk for ERG unJ 10 id1.•nli(y lh1.• rc­
gion Of tO.\Íll hinJíng on thc channcL 1 :¡g. 1 ~hl)\\'S lite rc~ord~ 
in~s of h">.\ill cfü.-cc flcft panel control. right pand ;.1flcr to.\in 
upplk:ilionl <•11 M-«ug drnnncl• IFig. iAl. :1.l-clk chunncb 
(Fig. lll) unú llERG chauncb !Fig. ICJ. Tire currcnt wu> 
U1.'l'n'i.tst.•J unl)° li..lr thc IJER(i 1.·hannclx Fig. 1 D !-ihll\\S tlu..• 
currcnc \'crsut-. \'t">hngc pnlfilc of thc inhihilory cfft.-cl uf L:rgT:\ 
in MEKCi ch:inncb. Jnhihitinn wns almn·;i full\ rc\'('r\ihlc u~ 
bht'Wll in 1hc liguu: by thc drdl'~. A <ln!'Oc"rt.~p~111!'0i: 1.·ur\'l' fur 
1hc cffc:cl uf llr¡ff., (i'ig. 1 [) •iww> a A"J •aiuc of 1 JA nM. 
This ErgTx :.cnsí1h·i1y i~ similar to 1lmt olY..crn:d for EIU i-Jik~ 
curren!> in ""'il·c •·clb aud c"\'li iinc> (IC1 nM; >••· 122]!. Thc M· 
cuy ami :\·1-clk cltunncl~ (Vig.. 11'.H. re:-i11c..::11\"cly> \\Ch~ 1101 
inhihitL•d. C\'l.'fl ulkr applk111ion of a 1oxi11 c.:onccntralion in 
1hc ra11g1.• uf 200 n~f. ThcM.: c.\pcrimcnt::. \H'n.! 1cpcatcd :.&..'\Cr.tl 
times (n=<J) wíth idcntical rcsult:oi. Our lindings proviJ~ udJi· 
tional co111in11:1lion thal 1hc prcviou:ily rccorJcJ nalin: \.'Ur· 

rcnts P2J urisc from channcl~ comJ'o~cd pr1marily of 1hc L::RG 
rt·foubunit. Thc hil;!h !\Cll!\ilivity ol' llERCi J'or thi: Erg.T.'< ul~n 
suggl.!)ll.'d thut thc hctcrologous C:\Jll'C:t?-.iou ~y~h.'na. IOgcthcr 
with mu111pula11on <lf 1hc llERG chunnci srruc1urc ll'ing rc­
cumbimmt DN1\ l.:chniqucs, \\UU)d prt1\.'ilk u u~cful meaos by 
which 10 idcn1ify thc blnding d1,muin or Er¡¡T~ on 1hc J ll!RG 
drnmu.•J. 
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Fig. l. EfTttl of l!rt:Tx on 1hn-c dilTcrc:nl K .. i.:h.1nni:J,, K· <.'Um:nlN "ere mi:Jsurc:d in ooq1&.') c.-.:prc,sing: (AJ M·Cal?. (fj) M~lk oind ((1 
HERO chunnc:ll. l.cft panclti tm: conlrol rt.'\."'ording'i, rit!hl rm1ch. urc in lhc p1cil:t1L~ llf JOO nM F.rgTx. frnm a h,,fJing po1cn1ial ,1r RO mV 10 
+60 mV b~· incrcmt.'11ts of JO mV c:ach. whcrc:as thc mil currcnts wcrc clkitL-d by rcp0Jari1.ation to -- IOO mV. Pand D ~pn:~·nts u -:urrcnt wr· 
su1 vohai:~ trace of thc inhibitory clTccl uf Eri?TX on JIERG channclli, in which thc i;.quarcs nrc: con1rol truccl. trian¡?lcs :1re in thc prcscna: of 
lo:dn und '°;n:Jc!i 11n: 1hc TL'Cuvcr) uf cum:nls ar1i:r \.Htt.hinp 1hc lu'1n. P;mcl E i!> ;1 do.~ n. ... poc11.c cun·c for Erl(Tx nn HERO channcls. Thc cal­
culutcJ ICy. \\'lL'i .511 n!?/ml <n= .lJ. ui;iul? tl+(l.trgTxl/IC.~1Prt). P< O.ti~. 
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J<iii. 2. Scherne showt119 the chimcric aln~uruc1ions: and point mutant~ of llERCi ch;111ncls. Urpcr linr! shows the anlina acid sequcncc L'Í 
HP.RCi channcl írom rci.itluc GS72 to K6.l!t Thc ~t:m. on lop uf umino ;tcids 1ndici.1lc poi.ni mu1Hlion!I: J)SHOA, USIJIA. IS'J.Ut. N51>JQ, S620T 
umJ SbJl V, 'l11.: ~ubM.-qui:nt linc!. 11ihow. IH a :.chcnl<Jlil: n:pri..~culalmu uf llCRG chmuu:I M."\1Ucm:c í10111 thc SS tu Só trunum.'1ubrnnc u:jlious 
l.'-hm.Jowcd huxcKJ, wherc lhc urrowit 5how lhc rosiliun l\f thc uminn add!I frnm G572 lo K63R; (ii) thc cquÍ\:nlcnl !tl.:hcmc ínr llu." M 0 1..-ug i:hun· 
ncl (entpty boxcs); (iii) thc c.:himcric M·!!íl~ HEltci M....:.il? channcl. \1rhc1I!' thc i;cqucno: from \'612 to Ll.SO Js írom HERO; liv> the MJHJll 
chimcri.: t.•011>1tructi11n in whkh lhc N°lcrmimtl ¡,, from f\.f.cui! up 10 T5!i6 1tnd thc n."nminin!o! M:t¡UL'1tc..-c ii. frorn HER<..1 und h'I lhc h1it chimcric 
is HERG tiC~Uc:ncc up to C566 WH.l llÍh!l K6JH. wll.:n.-u~ lhc interna! t.ci:111cnt is rrum M~ólj: J396·KS77. 

3.}, Ale1ppú1J: the 1·,•n.•pwr ,,.¡,,. jiw t:r)!. Tx bimli11g 
\Ve tonk ;,uJvuma~i,: of thc lwmolopy ~rn.:cn HERG anc.I 

~tªcng hl mnk\.~ chim~rns nnd d~lcrmim• whnl r"~giom. of 
MERO uniqucly •pcci(y Er¡fr, "'""i1ivi1y (Fig. ::!). lkcnus.: 
pn.•viuus studic!t havc )huwu thal ollu:r !tL·<lrp1on tox.ins hiru.I 
lo lhc porc rcgiu11 oí \Uhu¡;c-galcd K- clrnnncl• uf lhc Kv 
fnmily~ wc lc&tcd lhe hypotlh::\i~ thal 1hc pcm ..... furming rc,gion 
serves as 1hc ErgTx hinding ~ilc in JIERG. According In thi' 
hypolltcsis. i:himcric M·cttg L."hunncl~ "ith :111 llERG purc 
>lmuld be inhihil<'tl by Er¡ff.\. JI" thc bi11d111g 11<•rc in 11 Jifli:r­
cnt region of JICRG. such us 1hc SJ S4 Jon¡1 scrving '" lhc 
:\pid~r h;.muh'l.,in 1\•t.:cp1nr in 1\. • chunnd" 120.JIJ. M:u~iti\'Íty 
\\OUIU lx.• t.lctcrmincd hy thc pan.·n1 dm11m.·I in rcgk,ns ouhkk 
llu: pc.uc. Fi~. :! slm\i.·~ lh\.· chimcrus ~i.:h(,.·111;.t1it.::11ly. with M-cag 
•04ucnccs in unftllcd hu.\cs und llC:RG "'qut•n<i" in tillcJ 
bo.\Cti. \Ve ulso tcstcd ~ix coru.tru't~ with point mulation:. in 
tite ""··urrc,;pomJin~ rcgiou. ••:. lnUicutcU witlt a:iih:ri:.k:.. 

1\s U modc~ "C WilJ rcJCr lu •Uh-donmin:. of lht• bacloriuJ 
chauncl KcsA pore. which hn\'C bo••n struc1111111Jy dc1cnnincd 

B C 

~ 
1.0 

o.e 

j 0.8 

0.4 

0.2 

(1~(. Wilhin 1hc •clcctivíty liltcr and prcccdini: pnrc hcli.\, 
1hcn: is n high Ui:pn:(.• of sc4ucucc sinularity hctwccn Ki:~\. 
UF.RCi nmt ?\f·\.'Ut!. In th\.• upslrl'"nm lurrcl ur~·:i, 1hc :ooieqll\.~11\.~ 
t.lh·crgcli umong 1111 thn.-c clrnnnds. 
A~ u Jir:.t tC:tl ur thc ~Cll)ÍlÍ\'il)' or lh\! pon.· n .. ·11iun to lt.l.\ifl 

biuc.Jing, wi: n:plm.·cd tlu.• porc in J U~RG with tl11: l.0orrcspo11c.J­
int1 wquono<'!i uf :0.1-cng f//.t/f/: Fig. J¡. ·me 11.\IH d1i111cra Í• 
1101 s'°nsiti\C to ErgTx. Tlw ..:urrcnt!\ m:re not nHxiifü:d in thL: 
pn.'~ltL.'C uf to.\in. Ho\.\cvcr, Ub it can be vb!t!Cf\'CJ in Fíg. JC. 
thr: ~UhstilUIÍOlt Of thl.' pOTI.' TCgjt'O nwl-i..•;,tg ÍfllLl J krg) tthoJ• 
i11hc:; thc n."CIÍlication rropc.•ny of thc c.·hunn~I. Fig. JC dOi.'h 

nol !t!htlw thc cffccl uf 1hi,: h1:\i11. hui ralhL'I <:omparc!'I thc 
bcluwior uf dtc rm1h·1..· M-cag fl.:in:k!t!) \\1lh 1ha1 of tllL' chimcrn 
UJiungl"'•:;). Thb uh:,L'n·utiun :ougg1..~1~ tlml thc umilh.l m·kl !t..:­
qucncc nf thl!' SS J> loop scj!mcnl of l IERG channcl. althoujlh 
bimilar h.> thut uf ~1-1..'ag lll ~ilc, contninh infurmution (ll' ~pn· 
tiul folúing 1lrn1 muke. it Jifl4:rc11l. Er~Tx scu:iL':t thi: difli:n:m:c 
bL'l\w.:n thcm. 

To C•'llfinn 1h:u porc sr•¡ucm·cs of llERG \\'Ctl! lrn¡:><>rtmn 

fi~. J. EITl .. i..'1 of ErsTx on J/!t!JI chimcm. A: L:fl 11.hu\\'5 outwu.rd currcnb. und\.•1 'oh11~c damp \.:onJi1ion1 for co111rol n."\."UrcJinll• ()imilur 10 
M·c-Jg channcl ulon~). aud right L11 in thc pn:scnL'\: of 200 nM t:r~Tx. U: 'l11c schcmi:- ur tite chimcru (?'\·tcmlinnl nnd C·tcrmmuJ of Hl:RG in 
bold, middlc M:Cllon i,; írom M...:aJ clmnuels). C: Cum."111 \CT11U1' \•1tllntit: rcl;11inn ... tiip uf lhc nu1ward cum:nts or A cnmrurcd \\Íth M·crdp: chiln .. 
n~ls (clrclcs), ror 11 = '· 
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f-ig. 4. EITec1 l'\Í ErgTx on ,\fil;\/ omd :\IJH21/ chinh."las. A·C are rrn111 .t/11.\/. whllSC cariculUrc ¡, Jcpiclcd m U (N-tcnnimtl of llERG and C­
lcnnin;i.I fnnn M-e.;1~ in boh.ll. whc1c .. 1~ D-·F ;m:: fro111 1hc AIJR111 chimcra. ~h1.-.11c shown in E. P.;tncl A ~huw11o lhc oulwanJ cum.·ms clid1cd 
uccorJing h> lhc pruttX:"ol 1,.lf Hi!-. l. ror coutrnl (uppcr n.-cun.lin1;5J. nl\cr npplicutiun uf IUO nM ErgTx (middlt:) nmJ ullcr wutihiull (lo'tA'\!f ran· 
el), Pmwl C sho\Ui thc cuw.:nt \'CU·ll~ \UIHtJ?c \.'\ln.-C uf thc tc~ulu iu A, "hcic thc 1oquurct. rcprc\Cnt tlu: coutrnl, trinngle1> 1hc tú.\ÍU ~lfi.'CI AJmJ 
thc o~n clrclc.i tite: "·ashing i:oudilion (n'=J, /l<:O.OOSJ. D: lñc sume sítuati4.ln 11s A. for lile M.J.'1211, itnd F 11 lhc corresponding current \'l!r· 
~u~ vullugc cur\.c. whcn~ 1hc ~qmm.-,. n:-pn.~nl lhc rL"Conlin1t of lhc contrlll, lriKnMli.'to thc lndn cm.-c1 Hml thc open 1..,rclc~ thc rr:tu\tC'f)' C'r=4, 
P<0,01J. 

in 1oxin bindin¡¡, wc >iudi<d !he chimcru Mll.lt. un :M-cag 
chann~I in \\hich thc 1'-r~p.ion hcgiunin@ l>l.!1wcc11 1hc 1urn:o1 
and !he rore hclix. und cxlcnding half-way thr<>ugh S6. ha< 
lx-cn rcplnccd wilh enncsponding UEH.li scqucnc."C~ (scc Sec­
tiun 2 und 124)). Dcspitc po»cs.ing mu.:h uf thc HERG porc. 
MI/Al cxhibiJcd u dras1ically rcduccd 5Cll.<ili>ily tu Er!!TX 
(1-ig. 41\ C), C:uncnlllo \H:rc 1cduccd hy nnly 15%. C\C'U at 
high loAin cmu:cutrations (100 n'.\1). Thi!ii d1imcrn c.\hibits 
thc rupi<l u..:tivution clmru..:tcristk· of '.\1-cug mu.J thc rupid 
inac!ivalion churac1cri•1ic of l IERG. rcsuhing in a par1ialli· 
innclÍ\'Uling. lnr~c nut"anl curn.mt in1cnnc,liatc hctwccn thc 
lwo p¡1rcn!ul phcnoly¡x:s (:.ce ulso f241J. Thc inlacl i1111c1iv;i­
tío11 im.Jic~tcs rl1111 lhc c.xtcrnul mmuh of thc fkllC rcluin~ its 
11011nal fun..:tion amt ~ue,gc!its thul thc rc.l;Ui\·c lu~k of tnxin 
hindinp 1~ lllll duc to a f!Clll'rnl disruptinn of struclurc in that 
íCi:!ÍUU. 

lkcau>e .111/M do1:s 1101 conrnin lhc cmirc llERG porc 
scqucncc:, includjng thc ·1urrct'. \\'C h:stcd thc scnsithity nf' 
thc chímcrn Al.IN1H. which conruin,.. :J po1"C com¡xi:-.cd cntircly 
or HERG scqncnc-.,, As sho\\11 in Fig. 4 . . \/.111:?/I is dcarly 
inhibitc•d by Er¡¡Tx (Fig. ·ID Fl. This chimcru cxhibiL< 1hc 
pronounc"~ inwurd rcctillcuticm ch•m.1c1cristi..: of 1he wild­
lypc HERG chunncl. Thc bk'l:k is ubuu1 80'Y. •• uoJng 100 

20 •O 60 80 
~liBLOCK 

Fig. 5, Pcn."Cnl uí hh>cku~ for 1hc t.ilc·thn'Clcd mutants. "lllls 
gr,1phiL' iihU\\~ thc f"c!'F\.'\.'111 uf blnd~Gt: Lluc lo lhc t1pf1lic;.1tiun uf 100 
nM ErvTx for lhi: poiul mutunls. )liown un thc l-fl: DSKOA, 
l)S91A. NS9J\Q, S~'.?OT, SóllV und "HJ·l~l"C (\\ºTJ. Error huri. lmJi. 
Cdh: mean ( ±S.E.M .• n= .l), 
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nM l!rgTx, and il is "'''crsiblc by wushing. Thcsc ob><!rvutions 
suon¡,ily supporl a role for rhc HERCJ porc rc¡¡inn in Er¡¡Tx 
hlndc. cspcdall~ in thc h1ghly div\!r~-:'nt 1urri:t rcgion tlmt 
dislÍlll:illishL'S llERG from rvt .. cag. f\.1-clk und othcr K+ clmn· 
neis. !\-1mcovcr. rhcy cxclud~ a ptimt.11)' roll! fur rcsiduc.•:i ín thc 
HERCi S~··S4 rcginn in to.'(in hindin~. 

Pinully. wc tc:-lcd )i.\ point mulatiou) in lhi:t rcgion in un 
ancmpl 10 idcmify particular amino acids lha1 •JX'Cify thc 
hindin¡¡ l'rcfc,«"1CC nf ErgTx fnr HEIHi chnnncl l•cc Fis. 5). 
Among che nm1anr~ lli!!'ttr:d. nnl)' N59RQ :'llhl\\Cd n !\11mll r~ 
duction in inhihitíon by thc lo.,ín. <.'.\hibiting <10'·;. CtllllparcJ 
with Hu·:..;. inhihitull1 of wll<l-t~¡lC chunnc-Js. Jfm\·L•vcr, this .25'~·,, 

n.·duL·tion of i11hihitin11 :-.lmttld hl' takc.·n 0111\: a~ ;.111 iralk'u1inn 
for thc 111."t'J o!' uUdí1ional poi111 11u1w1ion !'!o.lLIJii:!'!o in 1hi!'!i ~·g· 
mcnt of thc d1a1111cl. 159.lR did 1101 c."<prc:.!'!o, Surpri:.in~ly. 

mmatinni. thut db.rupt C·•.H~' in~u.;liv:uion tam.I pn.::.umahly 
lhc: conforma ti un uf tlil' <1u1i.·r por\! r..:giu1i). S6.:!0T anti S6J IV. 
hnd littlc cílCct un toxin inhibition of thc currcnt. t\msidcring 
thut ngitoxin unJ c:hnrybJnto.\ilt hi11J111g un.· dbruplL"(I h.>· 
Sllukc•r mututiuns cqui\ul..:111 to S6JIV. our lindini;¡ su~gcst 
that thcir nu.·chanism:r- nf binJing art" likcly to diffcr from that 
of ErgT."< in llEl{G. P1o.·rhap1' th1!1> !'\ht'ltdd 1101 lx' :.urpri:.ing. a~ 
tlu: amino ucid :.c4uc11i.·c uf ErpTx h. quih.• dilkn:nt frum lhc: 
úlhcr known Kv spc-dtk lll"-Íll~ <42: amino udlis with four 
disulfido bridg"": .ce 12.lll. Mor< •urpro•ing muy be thc inscn­
siti\'ity of' ERG ch;11111cb to nthcr K + chan11d hl.\Ílls frnm 
~·orpio1t'i, Jl.!spitc homolngy in thc hinding n.t?ions. Onc can 
~1ic...:uh11c thnl !i>lructurul diffcrcnccf.. 1110~1 nn1ahly 1hc lnng 
M!qucn"'"C pr\!diclcd 10 gin~ ri.\C to an lllllbuall,y lurg\! tul'f'~I 
(set.• rc\'ÍC\\o by Tst.·ng J.26)>. rri.:~nl :.lt.:íÍl' himlrunt..'C l<.l un olh­
Cr\t.•isc conscr.·cJ bindlng s11c. 

In ..:nndut1ion. nur rc,.ultt. MIJlJ'Hll l 1hc idea tlmt Eq~T~ is 
1'pccilic for IJl.!RG dmnm:J u11d do-:) 1101 n.x:oµnizc ulhcr, 
closcly n:latcd channcls. ll is :1 lc¡¡itimaoc blo.:kcr oJ' llERU. 
ul.Jlc to rc.-cnylli:tc tite lllllillo ucid S!o!4llCllCC bclWt.'\:11 lh!,! S5·P 
lonp n:gion. 1111.! s1x-c1tk binding si tes are cithcr díffcrcnt fmm 
thc loc:olion whcrc olhcr scorpiun toidns bind lo !he Kv chun­
ncls. or thc ~lructurc nf the SS J> loop rcgion of UEJ{(j chun­
ncl is uiffcrcnl from 1h111 uf lhc vollagc-dcpcndcnl K • chun­
ucls. 1\-lon.: mutagcnt':iis sludii.:s will he r·:quinwJ to pill?''int 
tite rcsiducs •r•-.:ifying Erg fa block. 

Acknml'lt•,fl(t'mcllf;;i,; This work wus par1h1ll)' 1uppo11cd by Orunts 
frum: Ho,..ard Hughcs Medica! lns1itu1c 5:5UOllS74, D<JAP/\0 Na1ion­
al Auh.lne>mous Unh·cnoity oí Mcxi1M, IN216900 mu.1 31691·S frum 
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Anexo 2. Toxinas bloqueadoras del MaxiK 
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Estructuras tridimensionales de toxinas de alacrán que presentan actividad sobre el MaxiK. 

Para cada una de las toxinas se presenta en la primera columna la abreviatura; en la segunda, la 

estructura mostrando los residuos cargados; en la tercera, la estructura mostrando los residuos 

en las 8 posiciones críticas para el bloqueo (ChTx-MaxiK); y en la última el potencial 

electrostático. Las estructuras se obtuvieron del Banco de datos de Proteínas (PDB) o mediante 

modelaje por homología, las últimas marcadas con asterisco (*). En todas las estructuras el 

potencial electrostático se calculó usando la ecuación de Poison-Boltzman en condiciones de 

fuerza iónica nula. Las nubes energéticas presentan energía isopotencial de 2kT. Las toxinas 

se orientaron hacia la posición más probable en que las toxinas aKTx 1 se unen a los canales 

dependientes del voltaje. 
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Anexo 3 Toxinas bloqueadoras de los canales SK 

Toxina 

LeiTx 
(1) 

POS 
(1) 

TsK 
(1)** 

Pil 
(1)*,** 

MTx 
(1)** 

POl 
(2) 
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Estructuras tridimensionales de toxinas de alacrán que presentan actividad hacia canales SK. 

Para cada una de las toxinas se presenta en la primera columna la abreviatura; en la segunda, la 

estructura mostrando los residuos cargados; en la tercera, la estructura mostrando los residuos 

en posiciones críticas para el bloqueo de: ( 1) ChTx-MaxiK o (2) PO 1 -SK; y en la última, el 

potencial electrostático. Las estructuras se obtuvieron del Banco de datos de Proteínas (PDB) o 

mediante modelaje por homología (marcadas con asterisco rojo, *). Las estructuras 

tridimensionales que no contienen la información requerida para el calculo del potencial 

electrostático se señalan con doble asterisco azul (**). En las estructuras donde fue posible, el 

potencial electrostático se calculó usando la ecuación de Poison-Boltzman en condiciones de 

fuerza iónica nula. Las nubes energéticas presentan energía isopotencial de 2kT. Las toxinas 

se orientaron hacia la posición más probable en que las toxinas a.KTxl se unen a los canales 

dependientes del voltaje. 

88 



Toxina 

BeKm-1 

* 

Anexo 4 Toxina bloqueadora de canal Erg 

aa cargados aa críticos P. electrostático 

.... 

Estructura tridimensional de la BeKm-1 que bloquea al canal herg. Se presenta en Ja primera 

columna, la abreviatura; en la segunda, la estructura mostrando Jos residuos cargados; en la 

tercera, la estructura mostrando los residuos en las 8 posiciones críticas para el bloqueo (ChTx-

MaxiK); y en la última el potencial electrostático. Las estructura se obtuvo mediante modelaje 

por homología (por lo tanto se marca con asterisco rojo, *). El potencial electrostático se 

calculó usando la ecuación de Poison-Boltzman en condiciones de fuerza iónica nula. Las 

nubes energéticas presentan energía isopotencial de 2kT. La toxina se orientó hacia la 

posición más probable en que las toxinas a.KTx 1 se unen a Jos canales voltaje dependientes. 
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Anexo 5. Toxinas bloqueadoras de canales rectificadores entrantes 

Toxina 

LeiTx 
(1) 

Tpn 
(2)* 

aa cargados 

,.L..)-~~·; 
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aa críticos P. electrostático 
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Estructuras tridimensionales de toxinas peptídicas que bloquean canales rectificadores 

entrantes. Para cada una de las toxinas se presenta en la primera columna, la abreviatura; en la 

segunda, Ja estructura mostrando los residuos cargados; en la tercera, la estructura mostrando 

los residuos en posiciones críticas para el bloqueo de: ( 1) ChTx-MaxiK o (2) Tpn-ROMK l; y 

en la última, el potencial electrostático. Las estructuras se obtuvieron del Banco de datos de 

Proteínas (PDB). La tertiapina, marcada con asterisco(*), es un péptido aislado del veneno de 

abeja. El potencial electrostático se calculó usando la ecuación de Poison-Boltzman en 

condiciones de fuerza iónica nula. Las nubes energéticas presentan energía isopotencial de 

2kT. Las toxinas se orientaron hacia la posición más probable en que se unen a los canales 

voltaje dependientes o ROMKI. 
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Anexo 6. Toxinas bloqueadoras de canales Kvl.x 

Toxina 

ChTx 

AgTx2 
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Estructuras tridimensionales de toxinas de alacrán que presentan actividad inhibitoria de 

canales dependientes de voltaje. Para cada una de las toxinas se presenta en la primera 

columna, la abreviatura; en la segunda, la estructura mostrando los residuos cargados; en la 

tercera, la estructura mostrando los residuos en las 8 posiciones críticas para el bloqueo (ChTx-

MaxiK); y en la última el potencial electrostático. Las estructuras se obtuvieron del Banco de 

datos de Proteínas (PDB) o directamente del artículo fuente (*). El potencial electrostático se 

calculó usando la ecuación de Poison-Boltzman en condiciones de fuerza iónica nula y energía 

isopotencial de 2kT. Las toxinas se orientaron hacia la posición más probable en que las 

toxinas aKTxl se unen a estos canales. 

~srs CON 
FALU DE ORIGEN 

92 



Anexo 7 Estructuras tridimensionales de canales de potasio 

Canal 

KcsA 

KcsA-3M 

* 

IRK2.1 

* 

ROMKt 

* 

S/1aker 

* 

aa cargados 

• • 
• ~4t • . ,..e. 

• • 

aa del poro P. electrostático 

• 

• 
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/1slo 

* 

ds/o 

* 

ds/o-JM 

* 

SKl 

* 

SK2 

* 

SK3 

* 

Todas las estructuras se obtuvieron mediante modelaje por homología con la estructura del 

canal KcsA (IBL8). En cada uno de los canales se mutaron, en el asa del poro, los aminoácidos 

diferentes, pero se conservó la secuencia íntegra de los segmentos transmembranales S l y S2 

de la estructura cristalina original. Se consideró que, en esencia, esta región no se modifica por 
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posibles deleciones o adiciones de hasta tres residuos. Se presenta la estructura tridimensional 

mostrando únicamente residuos cargados (columna 2), la totalidad de residuos (columna 2) y el 

potencial electrostático (columna 3). El potencial electrostático se calculó usando la ecuación 

de Poison-Boltzman en condiciones de fuerza iónica nula y energía isopotencial de 2kT. Para 

los canales hs/o dslo y dslolM no fue posible calcular el potencial electrostático por limitación 

del programa SPDV viewer. Todas las estructuras obtenidas en este trabajo se marcan con 

asterisco rojo, * . 
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