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... RESUMEN: -

Como otros venenos, los venenos de aranas son'mezclas complejas, con una variedad de

componentes de naturaleza' p: t/'ca 'y no protelca, los cuales incluyen proteinas,

componentes orgamcos e morgamcos de bajo peso molecular y una a diversidad de péptidos ..

vel de canales idénicos.

neurotoxicos que _actu

2

En este trabajo se reahz el gamlento in vztro de la toxma GrTx] smtetlca en buffer

conteniendo una mez a "fjla eﬁcnenma obtemda en la reaccién de

plegamiento fue del’45 o Para fines comparatwos se pumﬁco del veneno de la tarantula

G/ammostola ;osea (: Phrix trtchus auratus), 1a toxma GrTxl nativa utilizando

cromatografia de exclusm molec lar y. cromatrograﬂa hquxda de alta resolucion en fase

reversa. La secueno;a ded

idos de GrTxl YCQKWMWTCDEERKCCEGLVCRL

WCKKKIEW se cOrroooro,‘dire,ctalnente pOtdegradacnon de Edman y la masa molecular de

3979.6 Da, ,vdet’orrvmikryiddzooor. espec rorﬁ'g’éirio de masas, coincidié con la deducida de la

secuencia.

A mvel de estructura primaria, GrTx1 conserva el motwo de cxstemas analogo a otras

toxinas de arafia y caracoles marinos, y. presenta xdentldad de secuencm con las toxinas

GsMTx2 (87.1%), GsSeql (79. 3%) de la'espem GG sp atulﬁta y Hwa-I (34.5%) de la

espe01e S. huwena. La presencxa de s sels cisteinas:enila: secuencia sugmo la existencia de 3

puentes disulfuros, los cuales fu ro spectromema de masas despues de

la reduccion de la toxina’ n,atwa‘ con ditiotreitol.
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Se mvestlgo ]a act1v1dad de GrTxl sobre canales de sodlo"en celu]as de rabdomlosarcoma' *

i oma de neuroblastoma

Este resultado constltuye una novedad ya que es € _;p ‘ e"f répbrté de una toxina peptidica
de arafia que bloquea canales de potasm tipo* Erg y: tamblen canales de sodio; otras toxinas
de araifia reportadas han mostrado, pr1nc1palmente actlvldad sobre otros canales de potasio

del tipo voltaje dependiente y mecanosensibles.
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II. INTRODUCCION -

II.1 Generalidades
Las arafias pertenecen-al- orden A)anea una.de-las. prmmpales divisiones. de la clase

Arachnida. Maés de 40 000 espec1es han sido descritas y plobablemente muchas mas

permanecen ain: sz.Sel 1dent1ﬁcadas (Escoubas ef al., 2000). Muy pocas especies de

arafias son 1,eq]m¢n‘t¢ venenosas y 1ep1 esentan un verdadero riesgo para el hombre.

'El termmo talantula 0 do aI orden Mvgalomo; plzae apalemo en la hteratuxa pata

descubn a la arafia de la leglon ltahana de Tar anto, chosa tarentu[a ‘en donde su plcadux a

habria ocaswnado cr1s15 semeJantes alas de la epilepsia, 51endo el umco 1em

para éstas,
los bailes frenéticos de las tarantelas que los aldeanos plactlcaban col ct ;t’e: y.i‘,‘qu_ek
"curaban"- a las victimas. - En realidad la tarantela fue una excusa pala ou,amzal balles ‘

debido a imposiciones de la iglesia catdlica en llmltal _este tipo de actos

La principal caracteristica que diferencia a las tarantulas de la arafias verdaderas es la
disposicion de sus queliceros. En las primeras, éstos se mueven paralelamente respecto al
eje de su cuerpo, mientras que en las arafias verdaderas se mueven de manera perpendicular

(Marshall, 2001).




Las arafiug son- ammalcs anlnqufsnmos' los pumcros lésnlcs de ar&cmdos se- rcmontan al,: 2

peuodo Devémco hace apnoxnmadamenle cuatlomenlos mlllones de anos.l L.as pnmeldsv

Antrodwel:dae No obslanlc se conoce con poca; precxsnén los anccslros de las arafias.

Como el resto- de loa drlrépodos proceden posnb'lemenle de gusanos marinos
melamen/ados es deur consmmdos por una scnc dc segmenlos |gualcs que se repiten
varios numeros de veces' (Masmc 1996). . Eslas cnaluras son tres veces mds anuguas que
los d:noaaunos y dl comparanlas con los primeros hombres cuya apanclén se.remonta a
s6lo hace dos 1mllones de afios, tendremos que constatar que son al menos, cien veces mds

anliguas que nosotros.

Figura 1. Especies Liphistius de Tailyia en donde se puede
apreciar la segmentacion externa del opistosoma
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En cuanto a la clasificaci n de las ara as, existen muchos desacuerdos especialmente con la
posici n de la Mesothelae. Autores como Millbt en 1947 y Glatz en 1973 las agrupan con
las tar ntulas dentro del suborden- Mygaloinorplzae (Orthognatha). Otros, como Platnick -

(1973), asignan a las Mesothelae en una posicin m's aislada pero consideradas como

grupo -hermano- de-todas :las'afaraS»recientesrlas cuales clasifica dentro del sub.rden. __ .

Opisthothelae. En muchos sistemas de clasificaci n, el rden Araneac est dividido en tres
sub rdenes de igual rango: Mesothelae, Mygalomorphae (Orthognatha) y Araneomorphae

(Labidognatha) (Bristowe, 1999).

El orden Mesothelae (Liphistius) comprende 40 especies incluidas en una familia, el
Mygalomorphae abarca 2,200 especies distribuidas dentro de 15 familias y el suborden
Araneomorphae, referido como "ara as verdaderas", engloba 32,000 especies inclu dos en

90 familias (Fig. 2).

4}
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F
Tubenl:ulolae ornicephalas
' -
Mygalomorphae . - Araneomorphae
Mesothelae ' Opisthothelae
L _f
{
Araneae

Figura2. Cladograma de los principales grupos monofil ticos de las ara as:
Mesothelae, Myvgalomorphae v Araneomorphae. La figura s lo presenta las familias

de las Mygalomorphae.




I1.2 -Morfolog a de las ara as’

Estr uctwa gene;al Las ara as tlenen el cuerpo d1v1d1do en dos partes: el cefalot rax (o-

Prosoma)'y. umdo ‘an ste po‘ ,_un-estre_cho ped nculo se encuentra el abdomen (u
Opistosoma). En general Y k.pesar de 1as diferencias de tama o, color y forma la
estructura de las-ara as es- bastaﬁb e homog nea (Foehx 1996 Schultz y Schultz, 1998;
Rankin, 2000), En el cefalo rax se‘encuentran los quel ceros que son los ganchos
encargados de inyectar. el veneno produc1do por las gl ndulas situadas en la base de stos.
Estas . Itimas, se encuentran enrolladas por un m sculo en forma de espiral que se contrae
en el momento de la mordedura expulsyo el veneno, el cual se desplaza a lo largo de un
conducto que recorre el centro del quel cero y desemboca un poco antes de llegar a la
punta. La estructura de la gl ndula consta de la capa muscular, capa secretora y conducto -
glyular. Adem s de los quel ceros y de las gl ndulas venenosas, en ¢l cefalot rax se
encuentran cuatro pares de patas constituidas por los artejos, partiendo del cuerpo, cadera,
troc nter, f mur, rtula, tibia, metatarzo y tarzo, acabyo en dos o tres garras. Cerca del
orificio de la boca se encuentra un par de ap ndices denominados palpos, los cuales est n
provistos de estructuras con sensibilidad qu mica. Los palpos, en los machos, presentan los

bulbos copuladores, una especie de jeringuillas destinadas a la fecundaci n (Fig. 3).

Pedipalpo
Quelicero
Ojos

Cudera Cefalotérax

Fémur

Trocanter Abdomen
Rétula
Tihia Espineretas
Metatarso

Tarso Orificio anal

Garras

Figura 3. Morfologia general de las arafias.
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IL.3. Prmclpaleshtarantulas venenosas._'i i 5
tar ntulas se han 1dent1ﬂcad0 dentro de las ara as'm s antlguas e

Las Mygalomo;phae
mcluyen m slde' 1'0007esp‘e01es”5;—Se han encontrado tar ntulas notablemente venenosas en la

famlha Ctenmdae, szhb zdae, Theraphaszdae y Barychel:dae

La famllxa Ctenz’zda cuenta con muchas especies distribuidas ampliamente en la tierra, y
representan la farmha de ara as del suborden Mygalomorpha principalmente hallado en
Eurppra‘y, cl Mediterr neo; raramente se encuentran en zonas tropicales. De las pocas
especies estudiadas (Cteniza, Actinopus, Idiops, Pselligmus y Hermacha), se ha deducido
quevsu"veneno posee escasa acci n neurot xica en vertebrados y no tiene efecto necr tico
(Geren y Odell, 1984). Una especie altamente t xica dentro de esta familia es la ara a
brasile a Phoneutria nigriventer (Fig. 4b), cuyo veneno produce la liberaci n masiva de
neurotransmisores por acci n sobre los canales de sodio de la membrana de las terminales
nerviosa. Por su parte, la familia Dipluridae, la menor en n mero de especies se encuentra
en el sureste del hemisferio y las regiones australianas. El g nero m s importante, por
razones m dicas, es Atrax. La especie A. robustus (Fig. 4c) es considerada la tar ntulam s
peligrosa debido a su agresividad y letalidad del veneno para el hombre, con 14 muertes
registradas (Sheumack et al., 1983). Su veneno induce la liberacin maﬁva de
neurotransmisores en las terminales nerviosas del sistema nervioso aut nomo ocasionyo
fallas respiratorias, circulatorias y la muerte. La neurotoxina letal de este veneno és la
robustoxina, un polip ptido de 42 amino cidos (Pallaghy et al., 1997). Otro g nero de esta.
familia es 1a ara a Trechona, distribuida en Suram rica y cuyo veneno tambl n es: letal para
humanos. Macrothela holsti es otra especie muy parecida a Atrax d1str1bu1da desde el sur

de Jap n hasta Formosa.

La familia Barychelidae incluye un poco ms de 100 especies; casi todas ellas se
encuentran en el hemisferio sur. El g nero m s importante el la’ Harpactirella, en Sur-
africa y Australia. Las Harpactirella son peque as tar ntulas com nmente llamadas

Ara as Baboon. Se han descrito dos casos de envenenamiento humano por Harpactirella
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lightfooti, Dentro de las Mygalomorphae, 1a familia Theraph051dae esla mayor en n mero

y tama o. Comparten junto con la familia Hexatelidae, el mayor n mero de reglstros de

secuencias  depositados en la base del National Center for Biotechnology Information

(NCBI). Muchas de estas especies son d ciles y raramente muerden cuyo son molestadas .

Algunos g neros presentan en la parte superior de su abdomen una regin partlcular de :
pelos urticantes. Estos pelos son t cnicamente llamados Setae, y son proyecc1ones de la &

cut cula. Los pelos de gneros como Grammostolay Lasiodora, ueden causar,

inflamaci n del sistema respiratorio y subsecuente asfixia en roedores peque 0s. (Or1

1984). Las especies orientales Selenocosmia causan espasmo muscular en humanos.
Dentro de ellas, el veneno de la especie reciente identificada Selenocosmia huwend fue
neurot xico para ratones. De este veneno se aislaron y caracterizaron estructuralmente dos
p ptidos neurot xicos, Huwetoxina-I (Liang et al., 1993; Zhang y Liang, 1993 ; Qu et al,
1997) identificada como el principal componente, y Huwetoxind-1I (Shu y Liang, 1999;
Shu et al., 2002). Otros de los venenos considerablemente t xico para los humanos son de
las especies Sericopelma y Pterinochilus. La mordedura de las especies Aphonopelnia y
Dugesiella, aunque poco t xica para humanos, causan alteraciones locales como edema y
dolor, Otra de las especies Theraphosidae altamente agresivas y cuyo veneno es
comparable al veneno de la ara a brasile-a Phoneutria nigriventer o ara a platanera es la

especie africana Scodra griseipes estudiada recientemente (Marvin et al., 1999),

Como conclusi n de lo precedente, con la excepci n de las especies nombradas
anteriormente, la mayor a de las ara as son por naturaleza no agresivas e inofensivas
para el hombre. Cuyo una ara a muerde generalmente es por accidente y/o en defensa

propia.
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Figura 4. Fotografias de las especies: a) Brachypelma smithii (Theraphosidae), b) Phoneutria nigriventer

(Ctenizidae) y c) Atrax robustus (Dipluridae)




114 . Veneno de ﬂranas. E

En oeneral el veneno de las aranas y espec1ﬁcamente el de tarantulas es un llqmdo'
incoloro, soluble en.agua y.con pH neutro'o alcalmo aunque algunos como ‘los de las
espeCIes Atrax lo/)uslus Aphonope/ma henr ey Em ipelma cahfo; ‘nicunt son acndlcos con

pHsde 4.5a5.5 (Savel-Nlemann A, 1989).-

El primer proposnto del veneno de las arafias es parallzar 0 matar a‘su presa aunque puede
también jugar un papel importante en la predlg,estlon de su allmento ) a como mecamsmo :

de defensa contra sus depredadores.

Los venenos, representan una increible fuente: de ‘stl‘stancia's biologicamente activas, las
cuales son selectivas para una variedad de funciones 'ﬁ»si‘olégi‘cas vitales de insectos y
mamiferos. Muchas de estas toxinas aisladas han sido de invaluable ayuda para determinar
el papel y la diversidad de los canales ionicos presentes a nivel de neuronas y en el proceso
de exocitosis (Bernard ef al., 2000; Ertel ef al., 1994; Rash y Hodgson, 2002). Por ello,
desde décadas pasadas, se ha incrementado enormemente el estudio.del veneno de muchos

animales, particularmente el de alacranes y arafias (Garcia ef al., 1997; Liang e/ al., 1993).

I1.4.1 Composicion del veneno de arafia.

El veneno de arafia es una mezcla compleja constltmda por tles clases de

componentes principales: moleculas orgamcas ; '. lnorgamcas de bajo peso molecular

pollpeptldos y proteinas de alto peso molecular (Esco ba et al; '2000“ 2000")

Il 4.1.1 - Componentes orgdnicos e inoi gamcos de bc tjo pes

“En el veneno de las arafia se han 1dent1ﬁcad var_s componentes de bajo pesov
molecular, entre los cuales figuran iones como calcm SOle potasm magnesno cloruro y
fosforo; ademas de acido citrico, lactico, fosforico y dlrhldrofemlacetlco, alguno de los

cuales podria estabilizar a los péptidos y las enzimas presentes en el veneno,
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El acido citrico en pamcular se halla a altas concentraciones en el veneno de las especxes A

robustus, G. cala y la arafia L. lec/usa asi como también en venenos de serplente abeja,
avispa, alacran'y hormiga (Fenton ef al., 1995). Conforme a otros sistema bioldgicos, la
funcion del citrato en el veneno de arafias ha sido parcialmente establedida como quelante
de iones metalicos. divalentes, fuente de energia, anticoagulante y amortiguador de pH.
Como amortiguador, el citrato serviria como un contra-ion negativo para los péptidos
basicos y las acilpoliaminas y como anticoagulante podria facilitar el movimiento del
veneno desde el sitio de la mordedura o picadura (Odell ef al., 1999, Fenton e/ al., 1995).
Empero a todo lo anterior, la funcién de éste componente no ha sido claramente
establecida. En el veneno de arafias también se han detectado una amplia variedad de
aminoacidos libres, los cuales incluyen glicina, serina, treonina, lisina, glutamina, alanina,
arginina, asparagina, leucina e histidina. Se han encontrado en varios venenos de
Mygalomorphae, los aminoacidos neurotrasmisores y-aminabutirico (GABA), écido
glutamico y acido aspartico. El aminoacido taurina se encontrd presente-a alta
concentracion en el veneno de C. salei, determinandose posteriormente que su presencia en
la hemolinfa de insectos incrementa notablemente la sensibilidad del insecto por la toxina

peptidica CSTX-1 de esta especie (Kunh-Nentwing ef a/., 2002),

En arafias suramericanas y en tarantulas como D. hentzie y E. callfornicum se ha reportado

la presenma de serotonina, histamina, AMP, ADPy ATP, éste ultlmo como el nucleotldo de

co'sobre la toxlmdad

mayor-concentracion.. El'ATP ha demostrado tener un efecto sme
de neurotoxinas del veneno de D henm en. ratones con un contemdo de 28 I ig de ATP

por mlcrolltro (SaveI-Nlemann 1989)

El papel funcional de todos estos coﬁstituyentes es desconocido, ain cuyo algunos de ellos
potencian la accion de neurotoxinas, y pudieran representar productos de degradacién de

otros constituyentes de,l, veneno como resultado del proceso de colecta (Ori ‘y«Ik‘eda, 1998).
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Dentro de los componentes de bajo peso molecular ﬁguran tamblen las acnlpollammas las
cuales constltuyen el segundo arsenal toxico. del veneno de tarantuas Estos componentes,
son policationes organicos que estan protonados a pH ﬁsmloglco y potencialmente pueden
interaccionar con una variedad de dlanas celulares como ac1dos nucleicos y: proteinas
(Williams, 1997). En anos recnentes se _han reportado mteracc1ones espec1ﬁcas de. las, :
acilpoliaminas con un numero de diferentes tlpOS de- canales xomcos como: cana]es de
potasm y receptores de glutamato (Ollver et a/ 2000; Usherwood y Blaghrough 1991) La
presencia de las ac1lpo|1ammas se detecto por primera- vez cuyo Fisher y Bohn en 1957,
identificaron la espermina y trimetilendiamina en el veneno de la tarantula suramericana
Pamphobeteus tetracantihus (Cabbines ef al., 1980). Posteriormente, en 1982, se aisld de la
especie japonesa Nephila clavata, la toxina JSTX (Fig. 5), de aproxiamdamente 600
daltones, la cual actila postsinapticamente bloqueyo los receptores de glutamato en la
sinapsis neuromuscular de crustaceos (Hisada ¢r a/.,, 1998). Desde entonces, un nimero de
acilpoliaminas similares se han detectado en todo el género Nephila, las cuales han sido
clasificadas en cinco estructuras generales desde el tipo A al tipo E, de acuerdo ‘a su

esqueleto de carbono.,

| G Bt S o

CONH,

H A
| .
2 K]

(ISTX-14) (NPTX-1~8) {NPTX7~12)

Figura 5. Estructura general de las acilpoliamminas
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Todos los tipos del A al F contlenen una mltad hldrofoblca y otra mltad hldrof'llca (Fig. 6)

La mitad hidrofébica esta compuesta de un amdo carbox1llco aromatlco tal como el amdo

benzoico mono o d1h1drox1acet11ado ‘0, un denvado del acndo mdolacetlco La mitad

hidrofilica contiene de una a nueve umdades ‘a~ moprop11 ammobutll o amlnopentxl

algunas veces metilados o hldroxnlados Al ektremofde estas cadenas puede 'ad1c1onarse una,

arginina o putreanina (acido N-(4- ammobutil) amlnoproplomco) Cuyo e] extremo es
una putreanina, se pueden formar una serie de acilpoliaminas analogas por la adicion
sucesiva de multiples unidades de putreanina. En el caso de ser arginina: el ‘extremo

terminal, no se extiende la longitud de la cadena (Hisada etal, 1998).

Tivo A

x,/\a,n\c::N/\/\/\n/)\«’\ ’\/\/NWN{H/’\/N T u

NHz . : ns0— 2
X .
Tipo B
o
o L _NH, |
i Jnm0— 2
o
Tipo C
H -1 ) o e ,\/\,N
., '~ =~ -~
N 1 e 3
5 o . , .
Tipo D e
v o R 9 ~m H
x/\g \L/'\E:W\N{)\/\N ~ }a
cl,’ : et 4 X: 4-hidroxindol, derivado de
Tipo E dcido benzoico.

Arg, Putreanina

2N B
X-"\‘/ \FJ\E; \,"'\,/\u"\«/ \/\/\nf\v ‘N/\/ ~ }H

P03

Figura 6. Estructura general de las acilpoliaminas aisladas del género Nephila
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Otras toxinas estrechamente parecidas a las nefilatoxinas, son las argiotoxinas aisladas del
géﬁéfd Argiope (Fig. 7). Argiotoxina-636 (AgTX-636) bloquea la transmision sinaptica
mediada por glutamato (McCormick y Meinwald, 1993).

Otras acnlpollammas presente en el veneno de las tarantulas D. henizie, A. em:lla y

Aphonope/ma 8P, “fueron: Wespermlna (N,N'-bis(3-aminopropil)-1 4 dlammobutano) la
pollamma prmmpal putrescma (1,4-diaminobutano), cadaverina (1,5- dxammopentano) y
espermldma (N .(3- ammopropyl) 1,4-butyiamine), detectadas en menor proporcnon
(Cabbiness e/ al.; 1980). A la espermina se le ha podido comprobar efectos nefréticos en
ratones, ratas, conejos y perros. Aminas como la 5-hidroxitriptamina e histamina se han
hallado en una amplia variedad de venenos y han sido asociadas con la produc‘c_iéhide

‘dolor.

A la luz de todos estos resultados, las acilpoliaminas obtenidas del 'venen‘o' de una variedad

de arafias estan emergiendo rapidamente como herramlentas Unicas para entender la

transmision mediada por aminoacidos e\c1tatonos“ . omo nuevas estructuras para la

investigacion farmacolodgica y pesticida, debldo a su dlver51dad estructural y funcional.
Putrescina
H,N
2 \/\/\NHZ
Espermidina
H N
=N )
NN NN NN,
Espermina

H
H;.N\/-\/N\/\/\f NN He
H

Argiotoxina-636 H
W
N/\/\/\N’\/\N/\/\Nj\/\/\NANH,
H H NH. H
HO bONHn <

Figura 7. Estructura de algunas poliaminas endégenas de arafias.

TRSIS (/W
PALLA D¥ DeiGiN |




I] 4. 1 Pollpepndos

Los componentes polnpeptxdlcos del veneno de las araiias 1ntegran la mayorla de las
toxinas aisladas hasta la fecha, y junto con las poliaminas, constltuyen el prmcxpa] arsenal
toxico de,las arafias. Poseen pesos moleculares entre 3.y 10 vaa’,‘, con ‘alto niimero en

residuos de cisteina, las cuales forman puentes disulfuros intramoleculares. - El nimero de

estos puentes disulfuros puede oscilar entre 3 y 7. Estas toxihés»ipolipeptidicas' pueden
clasificarse, a su vez, de acuerdo a sus caracteristicas funcionales y moleculares (Escoubas
et al., 2000%). ‘

Hasta la fecha se han publicado en el National Center for Biotechnology Information
(NCBI), decenas de secuencias de péptidos toxicos provenientes de diversas especies de
arafias. Estas toxinas son altamente especificas a canales ionicos. Pueden bloquear la
liberacion de neurotransmisores afectyo la exocitosis de las vesiculas presindpticas e
inducir modificaciones anormales de la transmision sindptica en la parélisis flacida.
Algunos péptidos pueden también provocar paralisis excitatoria como resultado de una
actividad paroxistica inducida por una excesiva despolarizacion. Ademas, este efecto

toxico puede ser especifico para un grupo zoologico (Grishin, 1999).

Los primeros péptidos obtenidos a partir de arafas, lo constituyen las Agatoxinas,,una

familia de pohpeptldos relacmnados alslados del veneno de Age/enopws apel fa. Todas

estas tO\(mas bloquea‘ fcanales de calcio y sodio (Ertel ef al., 1994; Adams et a/ 1990;
Reily et a/ 1994,. K1m er al 1995; Omecinsky e/ al., 1996) Segu1do al descubrlmiento

de las - Agatomnas se hani purificado y caracterizado una gran variedad dé: peptldos
toxicos del orden Mygalomorphae y Araneomorphae. Por ejemplo, del veneno de la
tarantula Grammostola spatulata se aislo uha toxina peptidica, ®m-grammotoxina: SIA
(Lampe et al., 1993), compuesta por 36 residuos de aminoacidos y tres puentes disulfuros.
La w-grammotoxina SIA bloquea los canales de calcio dependientes de voltaje tipo N, P y
Q (Keith er al,, 1995). Otras dos toxinas, altamente homoélogas, aisladas de esta misma

especie son Hantoxina-I, HaTx1, y Hanatoxian-II, HaTx2 (Takahashi ef a/., 2000), las
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cuales bloquean canales de potasxo a concentrac1ones nanomolares y poseen un. 40% de -
homologia con la toxina w- grammotoxlna SIA Recnentes publlcacxones han revelado que' '
ambas toxinas pueden actuar tanto en canales de calcro como de . potasio (Swartz y
MacKinnon, 1995). GsMTx-4 y GSMT‘( 2 son dos nuevas toxinas peptldncas alsladas de G.

spatulata, las cuales bloquean cana]es 1omcos activados por tension (SACs) (Suchyna er
al., 2000; Sachs et al., 2001, Bode et al.; R 2001 Oswald er al., 2002). Por ot}raipavrvtc;, Prr,’oTx-'
I'y ProTx-II constituyen tambxen otras dos nuevas toxinas aisladas apartif dei :vén‘énd dela
tarantula Thrivopelma pruriens, las cuales actian inhibiendo reversiblemente las corrientes
del canal de sodio tipo Nay 17.8, resistente a tetrodotoxina. Estas dos toxinﬁ también actlan

a nivel los canales de sodio tipo Na, 1.2, Na, 1.5, Na, 1.7 (Middleton ¢/ a/ ., 2002).

Un descubrimiento importante y novedoso, lo constituyo la toxina SNX482 aislada, del
veneno de la tarantula Hysterocrate gigas. Esta toxina, es-el primer ligyo para canales de
calcio tipo E (Newcomb ef a/.,1998). La funcion biologica de estas toxinas que actlan
sobre canales de-calcio, podria ser la de produéir paralisis muscular de su presa por bloqueo

de la entrada de calcio y el consecuente bloqueo de liberacion de neurotransmisores.

Otras toxinas aisladas del veneno de arafias son: SNX325 de Segestria florentina
(Newcomb, er.al., 1995); DW13.3 de Filistata hibernalis, Proteina-1 y Proteina-5, ambas
de Brachypelma smithii (Kaiser et al., 1994); Covalitoxina-11, de Coremiocnemis validus, la
cual actlia sobre insectos (Ashok-Balaji ef a/., 2000). Recientemente se ha descrito la
SGTx-1, de Scodra griseipes, que posee la capacidad de formar poros en bicapas lipidicas
mas no presenta actividad antibacteriana (Marvin ef a/., 1999); las cupieninas, ‘uné nueva
familia de péptidos antimicrobianos altamente basicos, aislados del veneno de_la‘ arafia
Cupienniuss salei (Ctenidae) (Nentwig et al., 2002) y las oxyopininas, otra nue\'/avfam(ilia!
de péptidos lineales y amfipaticos con actividad hemolitica y antimicrobiana aislados del

veneno de la araiia Oxyopes kitabensis. Igualmente, de este veneno se aislo la Oxytpxikna 1,

OxyTx1, una neurotoxina que actua sobre insectos (Corzo et al., 2002).
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Como conclusxon los componentes pohpeptldlcos de los venenos de arafias muestran una
accién espec1ﬁca sobre canales idnicos y receptores de membranas de celulas nerviosas y
constltuyen herramlentas vahosas en’investigaciones electroﬁsmloglcas faxmacologlcas y

en estudlos estructurales y funcmnales de canales i lomcos

Ublcados en e] contexto de lo que es este trabajo la- toxina nombrada como GrT\l fue
inicialmente identificada en el veneno de la tarantula chilena G/cumnosro/a rosea por el
grupo de trabajo del Dr. Ode]l un experto en el estudio del veneno de Ias arafias de la
Universidad Estatal de Oklahoma Stillwater, Ok. La pérdida de la mformamon de esta
toxina, conllevd a reiniciar los. trabajos de su identificacion, purificacion y caracterizacion a
partir del veneno crudo de la tardntula para posteriormente séguir con el trabajo del
plegamiento in vitro déy-la secuencia sintética de dicha to'xi:na; 'sin"tesis realizada por el

estudiante de doctorado David Brighman.

GrTx1 es un péptido de 31 aminoicidos y masa molecular de 3979.6 Da. Su secuencia
contiene un patron de 6 cisteinas, con la cisteina 3 y la cisteina 4 continuas, semejante al
patron encontrado en las toxinas de los caracoles marinos y cuyo plegamiento se ha podido

realizar in vitro.
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f14.1.3 Proteinas. =~~~ o s
El veneno de arafias contiene enzimas de alto peso molecular. Sin embargo, la
presencia de enzimas debe ser considerada cuidadosamente ya que muchas veces puede ser
el resultado de contaminacion por.saliva o fluidos digestivos, especialmente cuyo el
-veneno es obtenido. por. medio. de estimulacion eléctrica. Se ha detectado actividad de
hialuronidasa tanto en Mygalomorphaes como en Araneomorphaes, ejemplo de ello son las
especies Phoneutria nigriventer, Lycosa raptoria y la especie mexicana Brachypelma

vagans, esta ultima estudiada en el laboratorio.

El substrato para la hialuronidasa es el mucopolisacarido, acido hialurénico, el cual es uno
de los principales constituyentes de la matriz extracelular. (Kreill, 1995). Varios
investigadores han probado que la presencia dé hialuronidasa en los venenos de animales
facilita la dispersion de otros componentes del veneno por la hidrdlisis del tejido conectivo

(Duran-Renals, 1936).

Otras actividades enzimaticas identificadas en estos venenos fueron la de fosfodiesterasa en
el veneno de A.robustus y A. cratus; actividad de fosfolipasa A, en el veneno de D. henizie
y en la hembra de la especie 4. versutus; actividad de péptido isomerasa en el veneno de A.
aperta. Ademas:de dos serina-proteasas de 85 y 95 kDa, identificadas recientemente en el
veneno de L. intermedia (Veiga ef al., 2000). Dos toxinas de 22.85 y 27.704 kDa, fueron
aisladas del véneno de Filistata hibernalis y otra toxina contra insectos, de masa molecular
de 100 kDa, fue obtenida de Phidippus audax. En el género Latrodectus se han ‘ais‘,ladb una
familia de neurotoxinas con masas moleculares alrededor de 130 kDa denominadas
latrotoxinas, la mas téxica de ellas para vertebradds—és, la d‘-latrotdxina, Cuyo efecto origina
la liberacion masiva de neurotransmisores causyo, a nivel"Sométi‘éo,‘ una rapida contractura
muscular generalizada como resultado de . la hiperest‘imulyacién de los receptores
postsinapticos (Saibil, 2000; Henkel e7 a/., 1999; Sudhof, 2001). En insectos la mas téxica
fue la o-lactroinsectotoxina y la o-lactrocrustaceotoxina que resultd toxica para el

Procambarus cubensis o langostino de rio (Grishin, E.V., 1998).
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IL.5 Estructura de las-toxinas peptidi(’:as;deraraﬁyas.

Entre los pequenos pollpeptldos' trecruzados porrenlaces disulfuros se han reconocido

varios plegamientos dlferentes ‘uno q

sta 1dentlﬁcado en un namero creciente de toxinas

e inhibidores_de enznnas,,res el nud Vd ci
inglés “Inhibitor Cystine Knot™. Los pollpeptldos que adoptan esta estructura provienen de
diversas fuentes y presentan una variedad de funciones biolégicas (Ménez ef al., 1992).

En términos de estructura primaria, la secuencia de aminoacidos no se relaciona mas alla de
un motivo comun de cisteinas que satisface la secuencia concenso CXs.7 CXa.6 CXo.s CXyo4
CX4-1a C, donde C es un residuo de cisteina y X puede ser cualquier otro aminoacido. Estas
seis cisteinas forman tres enlaces disulfuros arreglados en una topologia semejante a un
nudo, en donde el enlace disulfuro establecido entre la cisteina tres y la cisteina seis, pasa a
través de un anillo cerrado formado por los enlaces disulfuros entre C1-C4, C2-C5 y el
segundo segmento del esqueleto carbonado Cy... X, X, C2 y Cy.... XcCs. El tamafio del
anillo puede medirse de acuerdo al nimero residuos que forman el anillo y el cual difiere

para cada molécula.

.Las caracteristicas estructurales claves del ICK son: una hoja P formada por tres hebras
antiparalelas y el nudo de cistinas. Las tres hebras de la hoja B estan formadas por un
minimo de diez residuos como sigue: X; Xp Ca, Xc'Cs Xy, X. Xy Cs X, ‘De los tres
enlaces disulfuros que definen este motivo, el enlace-entre la cisteina dos y cisteina cinco
entrecruza la primera y segunda hebra de la hoja,,jc;_yanﬁ'riéndole una estabilidad adicional a
la hoja (Pallaghy ef al, 1994). El otro enlace ehtr’e' la cisteina tres y cisteina seis se
extiende desde la tercera hebra, al asa,queb une la primera y segunda hebra, la cual se
estructura en una vuelta hélice 310. Este enlace disulfuro, también contribuye a brindar
estabilidad a la pequefia hoja B. El tltimo enlace disulfuro une a la cisteina uno, que se
halla en el extremo amino terminal, con la cisteina cuatro que también se encuentra en el
asa que une la primera y segunda hebra y esta adyacente a la cisteina tres. Adicionalmente,

las dos tltima hebras de este motivo se encuentran unidas por una horquilla tipo 8 (Fig. 8).
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No obstante lo anterlor existen ejemplos que contlenen cuatro puentes dxsulf'uros y la
topologla del ICK (Norton y pallaghy, 1998). Sin embargo este motivo es cualltatlvemente
diferente al nudo de cistina identificado enla: famllla de los: factores de crecimiento, el cual
a pesar de tener la-hoja P antiparalela y los enlaces dlsulfuros dlspuestos en igual orden, la
topologn de las.cisteinas difiere de la encontrada en’ el nudo de cistina inhibitorio y por
ende ‘sus estructuras terciarias no pueden ser sobrepuestas (Isqacs 1995; McDonald y
Hendrlckson 1993) ‘ ’

Figura 8. Diagrama esquématico del nudo de cistina inhibitorio,“ICK", donde se muestra el arreglo XXC,
XCX, XXCX.: Las flechas:entre las hebras indican los puentes de hidrégeno que se establecen entre ellas,
dirigidos desde el dtomo donador al aceptor.

Ademas de la caracteristica conferida por parte de los puentes disulfuros a la hoja B, se
encuentra también el patron de puentes de hidrogeno entre NH (Cs) y CO (X)), NH (C2) v
CO (Xe), NH (Xg) y CO (Xo), y NH (X;") y CO (Xr)." Estos puentes de hidroégeno

representan el patrén minimo comunmente hallado.

En la mayoria de los polipéptidos- de afgﬁary caraco‘l‘, la cisteina tres (C3) y la cisteina

cuatro (C4), estan generalmente continuas: Hasta la fecha y.como curiosidad, sélo la
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gurmarina, un péptido del arbol Gymnema-sylvestre, es el ejemplo perteneciente al reino

vegetal que satisface este criterio (Fletcher er al., 1999).

IEIRES

IXNCX
Arafas -Aga-IVB  EDNCIAEDYGKCTWGGTK---CCRGRPCR----CSMIGTNCE-CTPRLIMEGLSFA
HWTx2 LFECS----FSCEIEKEGDK PCKKKK - CKGGWKCKFNM-~ - - - - CVRV
HwTx1 ACKGV-FDACTPGKNE---C- -~~~ CPNRV-CSDKHKW- - ~CKWKL
HaTx1 ECRYL-FGGCKTTSD----C---~~ CKHLG~CKFRDKY- - -CAWDFTFS
caracol w-CgTxGVIA CKSG--SSCSTSYN----C---—- CR--~SCNYTKR----CY
Plantas CMTI-| GCPRI-LMRCKQDSD- -~ -CLAG--CV----CGPNGF- ---CG
CP1 EQHADPIC----NKPCKTHDD- - - ~CSGAWFCQ-- ~ACWNSART - - - CGPYVN
Kalata Bl  NGLPVC----GETCVGGT- -~~~ C-NTPGCT--~~-CSWPV- -~~~ CTR
Gurmarin XQCVKK-DELCIPYYLD--~C-~~-~ CEPLE-CXKKVNWWDHLCIG
Hongo AVRY C~---NSSCTRAFD---~CLGQ~-C- -GR-CDFHKLQ- - -CVH

Figura 9. Alincamiento de varias secuencias polipeptidicas representativas provenientes de distintas fuentes

biologicas y que adoptan la topologia del motivo ICK.

Sobre las secuencias alineadas en la Figura 9, la @ CgTx GVIA es un polipéptido de 24
residuos, hallado en el veneno del caracol Conus geographus, el cual tiene efectos
neurotoxicos como consecuencia de su alta afinidad al canal de calcio voltage dependiente
tipo N. Kalata B1, es un péptido ciclico de 29 residuos que causa contracciones uterinas y
es el principal componente activo de la planta tropical Oldelyia affinis DC. CMTI I, es otro
poliéptido, constituido por 28 residuos, hallado en la semilla de la calabaza Curcubita
maxima 'y actia como inhibidor de tripsina. La @ Aga [VB, es un polipéptido toxico del
veneno de la arafia Agelenopsis aperta el cual se une a canales de calcio voltage
dependiente tipo P. HaTx1 es un péptido aislados de la tarantula G. spatulata; AVRO y
CPI son dos péptidos aislados del hongo patogeno del tomate, Cladosporium fulviim y de

la planta Solanum tuberosuni, respectivamente.
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Con la excepcion'de la @ Aga VB, la cual tiene cuatro puentes disulfuros, el patron de
apareamiento de disulfuros en todas las secuencias de ia‘Figura 9 es el mismo, junto cdn la‘
similitud estructural évaluada por.varios autores (Yu ef ¢/.,;.1993; Narasimhanet.al,,'1994),
La o Aga IVB se incluyo en la Figura 9 para mostrar cjue alun cuyo esta toxina posee un
cuarto puente disulfuro, se le puede considerar independiente de los otros tres, -los.cuales .
forman el nudo de cistina con igual topologia a las otras moléculas. Por su parté, HaTXI1,
HwTX1 y o-CgTx GVIA son ejemplos tipicos de toxinas de arafia y caracol marino en
donde la cisteina tres y la cisteina cuatro estan continuas. Por otra parte, la toxina HWTX
II, del veneno de la tarantula Selenocosmia hmnvena, cuya estructura fue recientemente -
resuelta, presenta el arreglo de puentes disulfuros C1-C3, C2-CS5, C4-C6, diferente al
descrito para el inhibidor nudo de cistina (Shu er a/., 2002). Se puede apreciar que en
general, las secuencias de la Figura 9 tienen baja homologia a salvedad de los seis residuos

de cisteina con el apareamineto C1-C4, C2-CS, C3-C6 y la secuencia GGT en kalata y o

Aga IVB.

La frecuencia del motivo inhibidor nudo de cistina en polipéptidos de diversos origenes
biolégicos y con secuencia de aminoacidos no relacionada, sugiere que éste es un elemento
estructural energéticamente favorable y estable, cuya marcada variabilidad en la secuencia
de aminoacidos, refleja la tolerancia de éste plegamiento a los cambios de secuencia. Sin
embargo, no todos los polipéptidos con el apareamiento disulfuro C1-C4, C2-C5, C3-C6, y
similar hoja B de triples hebras, exhiben este motivo; un ejemplo es la Caribdotoxina del
veneno del alacran Leiurus quinquestriatus hebraeus (Bontems et a/, 1991; Vita es al.,

1995)

I1. 6 Plegamiento /n vitro de proteinas,

Las proteinas son polimeros lineales con estructura covalente: especifica, determinada

principalmente por la informacion genética, y la capacidad de adoptar conformaciones
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tridimensionales relativamente fijas-La conformacion:de -una proteina se-encuentra

especnﬁcada por,los angulos de torsion o angulos de glro alrededo ‘del: enlace Coc-N (Ph1

o), del enlace Con C (P51 V) y por los angulos de las cadenas laterales (Ch1 x) de cada uno

de sus re51duos de ammoacxdos

En-la célula,-como 7in vinro, la conformacién plegada final de una profeina esta determinada
por la secuencia de aminoacidos, y a nivel celular, las proteina‘s se pliegan con una
eficiencia mayor al 95%. Las agregaciones y/o proteina mal plegadas son problemas muy
fré'cuente en el plegamiento de proteinas /n vitro, el cual raramente ocurre in vivo excepto
con proteinas mutantes, o durante la sintesis de proteinas a temperaturas elevadas (Gething

y Sambrook, 1992)

"El problema del plegamiento” en las proteinas, es el mayor inconveniente para su
produccidn a gran escala; este problema se refiere a la pregunta de como y porqué una
proteina adopta una conformacion nativa especifica, ya que pueden adoptar un gran nimero
de conformaciones posibles, para cuyo caso emplearia intervalos de tiempo enormes. Sin
embargo, se observa que las proteinas se pliegan en minutos o segundos, lo cual implica
que deben plegarse por alguna clase de ruta ordenada en la que la aproximaciéﬁ al estado
nativo va acompafiada de un incremento acentuado de la estabilidad de la conformacién

(Horowitz, 1999).

Para el proceso de plegamiento se han propuestos varibs modelos, entre‘los cuales estan el
modelo secuencial, el modelo de nucleacién, el modelo de difusion- colisién-adhesion y el
modelo del colapso hidrofébico, los cuales s6lo se mencionaran aqui (C}r’ei"ghto'n, 1992;
Baldwin, 1989). El esquema de la Figura 10 muestra la ruta del pleg’am‘ientﬁo a seguir en el
modelo secuencial y otro modelo en el que se emplearian rutas altefnatiyas para:el

plegamiento.
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b)
a)

R<> L <>L,<>1,<>N

Figura 10. Representacion de rutas de plegamiento desde un estado reducido (R) hasta el estado nativo (N).
a) Modelo secuencial, en el cual.el orden de las especies en la reaccion csti especificado y sélo existe una
estructura identificable en cada paso. b) Modelo en el cual se emplearian simultinemente rutas altemativas.

En general, se cree que el plegamiento de una proteina sucede en un proceso de etapas
multiples: : '
e 1) El plegamiento de un pollpeptldo enrrollado al azar comlenza con-la formacion:

aleatoria de segmentos cortos de estructura secundarla que pueden actuar como niicleos

para estabilizar las regiones ordenadas ad1c10nales d' la protema 2):Nucleos con

estructura apropiada, semejante-a la- natlvaff‘ Vrobablemente por la difusion,

colision y adhesién de dos 0 mas de tales nucle fEstos nucleos crecen de un modo

cooperativo hasta que forman un domxmo parec1do al nativo, -3) En proténas con
multiples dominios, éstos se juntan y forman un "globulo fundido" cuyas cadenas
laterales hidrofébicas permanecen expuestas al solvente. 4) A través de pequefios
ajustes conformacionales, la cadena polipeptidica alcanza una estructura terciaria més
compacta que corresponde a la conformacidén nativa de una subunidad aislada de la
proteina. 5) Para proteinas con multiples subunidades, el niimero requerido de estas
entidades se asocian alcanzado una estructura cuaternaria semejante a la nativa. 6)
Finalmente, una serie de ajustes:-conformacionale ligeros, conducen a la estructura
nativa (Kim y Baldwin, 1990; Creighton, 1985)




Estos-estudios sobre el "problema del plega'mierito" de las proteinas;. in'i'éia"rénform"alm‘ehte

con los trabajos de Christian Anfinsen, el cual investigo el plegamlento m wtro de la

ribonucleasa A reducida, demostryo que toda la informacién requenda par determmar la

conformacién de una proteina puede residir, por si misma, en la cadena pollpeptldxca y que

la formacion de los enlaces disulfuro iguales a los establecidos en la’ estructura natlva delas"

proteinas ocurre espontaneamente in vitro a una velocidad mas lenta qu a

,1ve1 ce]ul ar El

minimo requerimiento para este plegamiento oxidativo in vitro es.un '"dox (Flgura '

11) el cual debe contener tanto equivalentes de agente reductor”ct(jrﬁ}q,ag‘entve vomdant,e (Fry
et al., 2000; Chatrenet y Chang, 1993). : 2
con otros polipéptidos

Resultados similares a -los obtenidos por Anﬁﬁseﬁ"se}h o

pequefios de un solo dominio y con protemas mas;g os: Tales . stiidios, han sugerido que

el plegamiento in vitro puede iniciarse ya sea po un -0l de las regiones hidrofébicas

en el interior de la molécula, por la formacnon de:'una estructura secundaria estable que
proporcione un plataforma para el plegamxento subsecuente o, también, por la formacion de
interacciones covalentes tales como enlaces_dlsulfuro,que establllzan el polipéptido en una
conformacion particular (Chang et al,, v199‘4;‘C'arter-P‘rice et al., 1996; Pigiet y Schuster,
1986). Sobre este Gltimo punto el requéri'h‘ligntokpa‘ra la- formacion del enlace disulfuro

entre dos cisteinas en una proteina es estrictamente estérico.

Muchos ensayos de plegamiento utilizan amortiguadores conteniendo glutation el cual,
suministra los equivalentes oxidantes necesarios para la formacion del enlace disulfuro de
la proteina. Dentro de estas condiciones el potencial redox del amortiguador, establecido
por la relacion [GSH]*/[GSSG], determina la velocidad del plegamiento oxidativo. El
glutatién es la molécula pequefia méas abundante del reticulo endoplasmatico y estudios de
plegamiento oxidativo de proteinas /n7 vifro han mostrado que tanto su forma reducida como

su forma oxidada son necesarias-para un eficiente plegamiento (Lyles y Gilber, 1991).
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GSSG 2RSH E

® o m ™

SH. GSSG 2RSH ‘ GSSG 2RsH ,

SH

Fl;.,ura 11. Ruta hipotética del plegamiento-de una proteina con seis residuos de cisteina, usyo
una reactivo con (lisulfuros mlemmlecular RSSR como el glutation, pdra formar los enlnces
dlslulfuros

En las proteihas,'~ la formacién o rompimiento de los enlaces disulfuros se lleva a cabo
medlante dos 1eacc1ones secuenciales de intercambio tiol-disulfuro con el agente 1ed0\
pasyo.a traveés: de un intermediario, en el que se une la proteina con el gente 1ed0‘< medlante
un enlace disulfuro (Figura 12). Estos enlaces disulfuros estabilizan la confotmaclon
plegada de las proteinas por la disminucién de la entropia conformacional del estado no
plegado y se cree, por varias razones, que el plegamiento de las proteinas es un proceso que
esta controlado termodinamicamente en el cual la etapa limitante de la velocidad seria la
formacion de especies cercanas al estado nativo, con menor energia libre de Gibbs con

respecto a las demds especies formadas (Creighton, 1992; Chang, 1993).

ey
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SSR

+ RSH

+ .. RSH

Figura 12. Etapas fonnacién de un enlace disulfuro empleyo un agente redox con disulfuro intermolecular,
RSSR. La primera etapa es la reaccion quimica entre el grupo tiol de la proteina y el agente. La segunda
etapa, de importancia para el plegamiento, ocurre cuyo un segundo grupo tiol de una cisteina de la proteina,
dentro de estas vecindades desplaza, el disulfuro formado en el intermedio para formar ¢l enlace disulfuro
dentro de la misma proteina.

El proceso de plegamiento in vifro ha sido analizado para varias proteinas entre ellas,

toxinas-de venenos de animales, como una aproximacién de 1o que sucede in vivo. Las

diferencias observadas entre el plegamiento in vivo e in vitro, tal cdmd la’ escala de tiempo

en que suceden ambos procesos, las enzimas involucradas en el plegamiento in vivo y las

interacciones de la cadena polipeptidica naciente durante su biosintesis, sugieren que este

evento esponténeo es un fendmeno altamente complejo (Gethig, M-J'y Sambrook, J.,

1992; Freedman, R.B., 1984). Sin embargo, se ha obte‘nido "sﬁuﬁ'ckiente,;evic’len’cia akp‘artir de

los estudios llevados a cabo /11 vitro para emitir alygun:a‘s genetahzacmnes acerca del procesb '

(Chatrnet y Chang, 1993; Chang et al., 1994). -
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/18 ANTECEDENTES .

Las protemas son: polxmeros lmealeS‘de estructura covalente unicas, determinada

prmmpalmente por la mformamon genetlca y la habilidad para adoptar conformaciones
- tridimensionales relativamente ﬁJas.,La informacion para esta conformacion tridimensional,
esta contenida convenientemente en la secuencia de aminoacidos. Dentro de la célula las
proteinas se pliegan con alta eficiencia. Sin embargo, el plegamiento de proteinas aisladas,
expresadas o sintetizadas es un gran problema biotecnolégico y a menudo es la limitante
para su comercializacion. El problema del plegamiento es basicamente un problema
fisicoquimico. No obstante, el plegamiento es un proceso que ocurre espontaneamente
dentro de condiciones apropiadas, dirigidas por las interacciones entre las diferentes partes

de la proteina y el solvente (Creighton, 1985; Baldwin, 1989),

En muchas proteinas la formacion de enlaces disulfuros entre residuos de cisteinas es
esencial para el plegamiento y estabilidad. Los trabajos pioneros de Anfinsen y
colaboradores, sobre el plegamiento in vifro de ribonucleasa A reducida, demostraron que
los enlaces disulfuros nativos se puenden formar espontaineamente en un amortiguador
conteniendo tanto equivalentes de agente oxidante como agente reductor y/o enzimas que

catalicen el intercambio tiol-disulfuro (Freedman, 1984).

Sobre el aspecto anterior, varias proteinas, incluyendo toxinas de animré]es venenosos, entre
las cuales figuran varias toxinas de alacran, caracol y aranas han sido sintetizadas y
plegadas in vitro. Todas ellas tienen la partxculandad de contener en su secuencia residuos
de cisteinas formyo uno o méas puentes dlsulfmos (Rochat et al., 2000). Con estos
antecedentes, y sin animo de esclarecer la ruta del plegamiento, nos propusimos plegar en

su conformacion nativa, la toxina sintética GrTx! de la tarantula Grammostola rosea.
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IV.  OBJETIVOS

V.1 Objetivo general.
Caracterizar la fraccion peptldlca del veneno de la especie Grammastola rosea y establecer
‘condiciones | para la generacnon de plegamlento in vitro de una toxina partlcular (GrTx1) de

esta espec1e.

V.2~ Objetivos Especificos.
Purificar y caracterizar bioquimicamente las toxinas del veneno de la tarantula chilena

‘Grammasiola rosea, en particular la toxina GrTx1 nativa-para fines comparativos.

Desarrollar las condiciones de plegamiento in vitro.para la secuencia sintética de la toxina

GrTx1 del veneno de G.roseay compararf'su’actividad biologica con la toxina natural.

Establecer una relacién de. secuencia con las toxinas disponibles dela.familia

Theraphosidae y ubicar en él, a la toxina GrTx1 del veneno de la taréhtula G.roséa. :

Analizar a nivel de estructura primaria y terciaria, la homologia de las secuencias de

toxinas de la familia Theraphosidae disponible en la literatura y bases de datos.
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V.1 Car'act:erizVaciénldel',;’matcrial de sintésis dé Ia toxina GrTx1..

V.1 1 Reacnvas

En el desarrollo de este trabajo se emplearon reactlvos grado analitico.” La

cromatogrraﬁﬂar de.e;

crométqgiaf;lll I ta resolucxon en f'lse reversa se usd la columna semi preparatwa
( Tl ‘1'0) y la columna analitica C18 (No Cat 218TP104) marca. Vydac

Los dlsolventes em'pleados fueron de la marca Burdick & Jacl\son

V.1.2  Reduccion y purificacion de la toxina sintética. o
El precursor lineal de GrTx1 fue sintetizado por el‘Dr Ijévid Brigham utilizyo la

tecnica fer-Boc de acuerdo a la secuencia determinada y no. publxcada por el Dr.Odell en la

tlllwatel Ok. E! material de
epsodlo 0.01 M pH 7.4, 6M

a ,uvvio" a 37 °C durante dos horas

Universidad Estatal de Oklahoma (Dept. de Bloqu1m|ca), R

sintesis de la toxina se disolvié a 1 mg/ml en buff'erff' ‘
GuCl, 0.15 M NaCl, 15 mM DTT. Esta mezcla se n
(Hermanson, G.T., 1996). Posteriormente, se pijf' f,}tp;I—H’LC usyo la columna C4
semipreparativa, se le determiné la secuencna de am ,ééidds" y su masa molecular por ES-
MS y MALDI-TOF. La toxina natural tamblen fue reducxda mediante esta metodologia,

con la diferencia de que se usé mayor concentracion de DTT (50 mM).

1.1.3 Determinacion de grupos sulfihidrilos.

Para la determinacién de los grupos sulfihidrilos presente en las muestras reducidas
se empled el método de Grossetti y Murray, el cual usa la 4,4’-ditiopiridina (4-DTDP) en
una reaccion de substitucion que bloquea o modifica reversiblemente los grupos —=SH. El
4-DTDP forma un enlace disulfuro con los sulfihidrilos libres de la muestra y libera una
molécula de 4-tiopiridona, la cual puede ser medida espectrofotométricamente a 324 nm
(e = 19,400) (Hermanson, 1996).
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El procedlemlento expenm o1 para esta determmac1on fue el 51gu1ente a ‘1. ml de una

solucién que contlene muestra con sulﬁhldnlos llbres (0 05-0. 5 mlcromol) se le agrego 20

ul - de buffer contemendo 50 ml\/'EEDTA y 100 ul de una solumon‘, de: 4 .DTDP.

Slmultaneamente tamblen se: preparo una muestra blanco contemendo solo buffer y
solucnon 4 DTDP _Esta mezcla de reaccmn se-incubd a- temperatura amblente por 30
mmutos y se leyo la absorbanma a 324 nm. La solucmn del 4- DTDP se preparo
dlsolvnendo I1mg del compuesto en 500 ul de metanol y se aforo con. amortlguador de

fosfato de SOdIO 100.mM pH 6.6 hasta un volumen final de S ml.

V.2 Caracterizacién del veneno de G. roseu y purificacién de la toxina Grtx1.

I17.2.1 - Obtencion del. vc‘{)jena

El veneno de la ktaréntubla chilena G. rosea se obtuvo a partir de 36 especimenes
mantenidas en el aracnarid del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, las cuales fueron
adquiridas comercialmente. Para la extraccion del veneno los especimenes fueron
anestesiados con dioxido de carbono y, posteriormente, se les estimul6 eléctricamente con
un voltaje de 15 V 'y una frecuencia de 2 pulsos por segundo, sobre la base de ‘sus
queliceros. La colecta del veneno se reallzo perlodlcamente cada mes, y el veneno se

mantuvo a ~20°C hasta su requerlmlento

17.2.2 Separacion del veneno de G. rosea por cromatogi: afm de evcluszon molecular.

0.75 ml de veneno se diluyé hasta un volumen de 1 5 ml con amortiguador de
acetato de amonio 20 mM pH 4.7. Esta solucion se clarlflco por-centrifugacion durante 2
minutos a 14,000 rpm. El sobrenadante se separd y se cérgé en una columna empacada por
gravedad con Sephadex G-50, de 162 cm de longitud y 1.6 cm de diametro interno. Antes
de cargar la muestra, la columna fue equilibrada con cinco volumenes de columna del
amortiguador. Las fracciones se colectaron automaticamente con un colector de la marca

BioRad, modelo 2128. El volumen de las fracciones fue de 6 ml y la lectura de las




absorbancia 3;260 Y. 280 nm se. efectuaron ‘manualmente en un espectrofotémetro Beckman

modelo Du650i. Por ultlmo la construccmn del perfil cromatograﬁco se efectud con el

software Kaleldagraph \

V2.3 F /ect‘of‘m es ;d sconlmua en ge/es de po//aculcumda-SDS e T L e e

acuerdo al; o de Laemmll Para las fracciones correspondlentes a los peptldos se uso

el metodo dxscontxhuo propuesto por Hermann (Schagger y Von Jagow 1987) el cual

resuelve muy blen peptldos y proteinas con masas moleculares entre 5-30 kDa. »

V.24~ CI omaloﬁ ‘afia liquida de alta resolucion en fase reversa (i p-HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa, s realizé en su mayor
parte, en un cromatégrafo marca Waters, modelo 600E, equipado con un detector de onda
variable y pantalla digital. Las condiciones de elucion para todas las muestras se
mantuvieron practicamente constantes y los solventes empleados fueron:

Sdlvente A: Agua con 0.12% (v/v) de acido trifluoroacético, F3CCOOH.
Solvente B: Acetonitrilo, CNCH; con 0.10% (v/v) de acido trifluoroacético, F3CCOOH.

17.2.5 Dererminacio'n de la estructura primaria.

La determmamon de la secuencia de aminoacidos se realizé por medlo de un
secuencnador automatlco Beckman, “LF 3000 Sequencing Gold Micro HPLC”;: que usala
degradacion de Edman. Los residuos amino terminales fueron detectados como derlvados

feniltiohidantoiados (PTH) en un HPLC d'e"dicédq para tal uso.

1.2.6  Determinacion de la masa molecular. - : ‘

La masa molecular de la toxina y de algunas otras fracciones; se determind. por
medio de la técnica de “Electrospray Mass Spectrometry, ES-MS”, en el Instituto de
Biotecnologia/UNAM vy “I\/Iatrfx-assisted iaser desorpﬂtion/ionizationr time of; flight,
MALDI-TOF”, en la Universidad Estatal de Oklahoma, Stillwater, Ok.
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17.2.7.. Deter mmac:on del enlace disulfuro C2-C5 de la toxina Grixl.

100 ug, de peptxdo natural purificado, se resuspendieron en 100 pl de buffer 50 mM
Tris/HCl‘ pH;7.4,1 ImM EDTA. A esta solucion se le agregd 10 pg dela enzima Glu-C
(Proteasa‘“VS)/ dé‘ Slc)phylococcus aureus y 10 ng de la enzima tripsina de pancreas bovino.
Ambas ‘enzimas fueron de la marca comercial Boehringer Mannheim. La digestién se
incubd toda la noche a 30°C. Los productos generados de la digestién enzimatica se

purificaron por rp-HPL.C y se secuenciaron seis de las fracciones obtenidas.

V.3  Plegamiento in vitro.

El ,mat’erial,de' sintesis fue reducido y purificado segln el procedimiento ‘d‘escvrit’o,
anteriormente. Para establecer las condiciones ‘de plegamiento. se‘probaron y"varias'
condiciones, entre ellas, diferentes concentracmnes de péptido (5- 50 uM) dos tlpos de
Amortiguadores (Tris y acetato de amomo) y vanacnon en Ia relacnon molar de glutatlon
oxidado GSSG (0.2-2.0 mM) y glutatlon re c17do GSH En todos los casos el pH de la

reaccion se ajusto hasta 8. Oy la temperatur uéfde 4. °C La reaccnon de plegamlento se

detuvo acidificyo la mezcla con acxdo acetlco;hasta pH 3 4 Se tomaron y-analizaron

muestras a distintos tlempos para establecer la cmetlca de plegamlento

Se realizaron también erisayoé de plegamiento /n vitro con la minichaperonina GroEL (191-
345) (Buckle er-al, 1997),’clonada y producida por el Dr. Marcos Ramos del grupo de
investigacion del Dr. ‘A. Alagén. Para estos experimentos se prepard una mezcla
equimolar de enzirmya y péptido, en amortiguador MES 100 mM pH 6.3, El volumen final

de la mezcla fue de 100 pl y se variaron tiempos y temperaturas de reaccion (Perret ¢/ al.,

1997).
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V.4 Ensayos de Actividad

V4.1 Ensayos invive.
La act|v1dad in wvo de la toxina nativa y de la toxina plegada in vitro, se realizaron
con grillos de la -especie Ache/a domesticus. Los grillos se inyectaron a nivel abdominal

empleyo mlcrocapllares y se tomaron grupos de diez espemmenes por cada dosis de toxina

ensayada.

F+4.2 LK nsayos elech -ofisiologicos.
Los ensayos electrofisiologicos fueron realizados con el Dr. Enzo Wanke del

laboratorio del Dr. L.Possani, en el marco de un convenio de colaboracién establecido con

el grupo ‘del Dr. A. Alagon,

Las corrientes entrantes de Na' y salientes de K*tipo erg, se registraron por medio de la
técnica de fijacion de voltaje en microareas de membrana “parch clamp™ en la- .
configuracion de célula completa. Los é]ectrodosempleados fueron pipetas de borosilicato :
los cuales tuvieron una resitencia de 1-2 MQ. Las lineas celulares empleadas para evaluar -

las corrientes desodio y de potasio tlpo-Erg fueron lai i- 28 una. lmea de rabdomlosarcoma
humano (Stratton ef a/., 1989; Chen et al 1989) y la lmea celular E- 11 un hlbrldoma de

neurobalstoma murino N18TG2 fusnonado con celulas de gangllo dorsal de raton (Platxka el

al., 1985), respectivamente.

La aplicacién de la toxina nativa y sintética plegada, se r“éalitzé"lﬁé,d'ia‘nte la perfusion
continua por gravedad de la solucién extracelular compuesta ﬁor 95 mM NaCl, 40 mM
KCl, 2 mM CaClz, 2 mM MgCl,;, 10 mM Hepes, 5 mM- Glucosa pH 7:29. El electrodo se
lleno con la solucion intracelular, la que contenia 10 mM NaCl, 1.3 mM CaCl;, 2 mM
MgCIz,V 10 mM Hepes, 130 mM K-Aspartat_o, 10 mM EGTA, pH 7.3.
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__El protocolo de pulsos para el registro de las corrientes de Na™ (Ixq+) partié de un potenc1ali 3
de mantenimiento (Vu) de —-60 mV, seguldo de un prepulso a =90 mV de 500 ms de
duracion, después del cual se dio.un-pulso de prueba de 100 ms de duracion que fue de =30

a +20 mV con intervalos de 10 mV. La amplitud maxima de la corriente de Né*':’_se ‘

--determino en condiciones control (solo solucion extracelular) y en presencia de. muestra. ...

Para el registro de las corrientes de K* (Ix.) tipo erg, el protocolo de pulso pamo de un

potencial de mantenimiento (Vu) de —60 mV, seguido de un prepulso a_+60 mV: dunante

520 ms, posteriormente se aplicé un pulso de prueba a -120 mV de. 300 ms de durac1on en’

el cual se determiné el valor de corriente de K'erg remanente en ausencxa y presencn de

muestra.

V.5  Anilisis de la Estructura primaria y terciaria de GrTxl. -

1.5.1. Alineamiento de secuencias. ‘ :

Para la generacion de la relacion de secuencias, se obtuvneron de ]a base de datos de
National Center for Biotechnology Information (NCBI) y de pubhcacnones dlspombles 36
secuencias polipeptidicas no redundantes de toxinas de arafias del’ Qrden A/Iygalomo;p/me.

De éstas, 17 correspondieron a la familia Theraphosidae.

El alinemaineto multiple se realizdé con 15 de las 17 sécue'néias*deb'ido a' que dos

secuencias se descartaron por corresponder a fragmentos de toxmas y, por ende no

contenian el-motivo de cisteina definido por Pallaghy, el cual ha sndo "_, ons:derado en estek'

estudio como uno de los criterios principales para la seleccion de las 'cuenmas ya que eI :

define en buena medida, caracteristicas estructurales.

El programa que se empled para el alineamiento m,ﬁlti}pléi,de' las. secuencias fue el

CLUSTALX, con los siguientes parametros de trabajd bfé-eétabiecidos: gdp opening, 10,

T}TSTQ F‘Pw
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Las dlstanmas genetxcas de los almeamlentos se calcularon usyo Ia matrix Dayhoff PAM

del-programa PROTDIST.

El arbol ﬁlogenético se constru‘yc'» usyo el algoritmo.de. Neighbor-joining, el’cual cdntuvd_,
todas las secuencias consideradas en el alineamiento.  El diagrama del arbol fue v1suahzado :
con el programa DRAWTREE, las estructuras tridimensionales se obtuvxeron del Protem ’
Data Bank y se edltaron con el programa de despliegue y analisis de fnoleculas
SwissPDBViewer. o

V5.2 C.‘onsrr('lccién'de/ modelo tridimensional de GrTx 1.

Bajd lds‘ programas en linea conb INSIGHT, se construyd el modelo tridimensional
de la to‘xin’é GrTx1, tomyo como templado la estructura recién publicada de la toxina
GMTx2, cﬁyo nimero de registro en el Protein Data Bank aparece como 1LUP. Se usé el
Prdgrafna RESIDUE, para remplazar los aminoacidos en la secuencia y evaluar
manualmente la energia de cada uno de los rotameros. Con MODIFY, DISCOVER e
INSIGHT se realiz6 la minimizacion automatica del modelo, la dinamica y el alineamiento

estructural, respectivamente,

La secuencia tamblen,se sometlo aun Threading reahzado a través de la red, por 3D-PSSM

web server'del grupo de blomformatlca estructural del’ Impenal College of Science,

Technology y: MedlCine (http.//www.sbg.blo.1q4ac.uk/).




- V._RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 Caracterizacién de Iatoxma GrTxi sintética. :

La sintesis del péptido YCQKWMWTCD EERKCCEGLY CRLWCKKKIEW en fase
solida; fue realizada por elDrDavnd Brighman, de quien se obtuvo 53.6-mg-del méterial de
sintesis. Una soiuciéﬁ de;este‘ fnaterial en amortiguador acetato de amonio 20 mM'pH4.7 y
absorbancia a 280 nm de 0.63 se corri6 en un gel 15 % de poliacrilamida-SDS, con y sin 2-
Mercaptoetanol para ver el estado del material. La fotografia del gel de la Figura 13,
presenta el patron electroforético de este material en condiciones reductoras y sin reducir.
Se observa para todas las muestras, una banda ancha que migré a nivel de masas

moleculares pequefias.

M1 2 3 M4 5 ¢
g =

Figura 13, Malcrial de sintesis de la toxina Gr'l'x1 corrido un gel de poliacrilamidad-SIDS al 15 %: (1) 10 ul
solucion de material sintético. (2) 1 ui 1 solucion de material sintético. (3) 10 pl del precipitado, resuspendido
cn buffer de carga. (4), (5) ¥ (6) son las mismas muestras bajo condiciones reductora. Il marcador de peso
molecular (M) empleado, fuc el P77088S de BioL.abs ¢l cual contien 8 bandas resueltas con masas moleculares

desde 175 a 6.5 kDa. y que en este gel no se resolvieron muy bien.

La determinacidn de grupos tioles por el procedimiento de Grossetti y Murray, especificado
en la metodolgia de este trabajo, di6é como resultado una relacion de 2.63 mol de tioles (o
sulfihidrilos) por mol :de peptldo Este valor nos mdxco que grupos tioles en el material se
encontraban parcialmente: oxldados ya que se esperaba un valor de 6, correspondientes a

los tioles de las seis cisteinas presentes enéel peptldo‘
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V1.1 Reduccion y pm lﬁcacm:dev/a onma .smler/ca R : :
La reduccnon del” materlal de sintesis, segun el procedlmlento descrlto en Ia
metodologla produjo una relacnon mol SH/mol de. peptxdo de6:2: Un mg, de este materlal

enun ml buffer de reduccnon se separo p- -HPLC. -El perﬁl de eluc10n se observa en la

'—Flgura 14; la towlna smtetlca GrTx1-eluyé-con- un tlempo de retenclon de 46,48 min..y.

represento. el 10% del materlal obtenido de la sintesis.

El pico de elucion de la toxina sintética, obtenido en la separacion del material reducido, se
repurifico y se secuenci¢ hasta el aminoacido nimero 26, los cuales correspondieron
exactamente con la secuencia esperada. La determinacion posterior de la masa molecular
por ESI-MS, di6é la masa esperada con lo que se corrobord la secuencia. La Figura 15
muestra el espectro de masa de la toxina GrTx| sintética.reducida y la Tabla IV, muestra

constantes calculadas para la toxina a partir de la secuencia.
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Figura 14. Rp-HPLC de (A) material de sintesis de GriTx1. La toxina eluyé en.un tiempo de retencion de
46.48 (B) Repurificacion de la toxina Grifx1 sintética. Las condiciones de elucion fueron 0-60 % CI;CN
con 0.10 % IF;CCOOH, fujo de 2 mi/min. v la columna usada lue una C4, marca Vydac. La linea a trazos

representa el incremento gradual en porcentaje de CH3CN.
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Figura 15. Espectro de masas de la toxina sintética Gr'Tx| reducida

Tabla:1. -Constantes fisicas de la GrTx1 determinadas a partir de su secuencia de

aminodcidos, usando el programa ProtParam tool (http://expasy,org/cgi-bin/protparam).

Masa Molecular Punto £ (mg/ml)"cm" (-SH) £ (mg/ml)"cm" (S-S)
Teorica (-SH) Isoelectrico
3985.7 8.31 6.03 6.12

V.2 Caracterizacion del veneno de G. rosea y purificacién de la toxina nativa Grix1

V.2.1 Obtencicn del veneno.

El volimen promedio de veneno obtenido de los 36 especimenes por medio del
procedimiento de estimulacion eléctrica fue de 400 pl, con un promedio de 10-15 1 de
veneno por tarantula. El veneno de G. rosea tiene la apariencia de un liquido un poco

viscoso, incoloro e inodoro. Su valor de pH medido inmediatamente después de la colecta,

TOTe
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y.después de varias semanas almacenado’a -20°C"fu'e"de 5.5, este valor es muy cercano al
reportado por Geren y Odell para las especxes D. hentz ie ¢ pH 5 44 )y A. robustus. ( pH 4.5-
5.0 ).- Savel-Niumann reportd para-el veneno dela tarantual £, ca//fam/cmn un valor de pH

de 5.3.

El espectro de absorcion en el ranb'go del Uv-Vis del veneno diluido en acetato de amonio 20
mM, pH 4.7 exhibe un maximo de absorcion alrededor de los 260 nm, con una relacion

Aago nm/Azgenm igual a 1.76 y no muestra absorbancia en el intervalo del visible.

V.2.2" Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS del veneno de G.rosea
La Figura 16, muestra los patrones electroforéticos en geles de pohacn]amlda-SDS
al 15 % del veneno de la tarantufila G. rosea, al igual que la’ fraccmn prempltada al dllulr el

veneno en buffer acetato de amonio 20 mM, pH 4.7.

En las fracciones de veneno crudo y veneno aci‘diﬁcad"o* 'Se-"ObéérVan tres bandas

principales; unavbanda debll que migré a nivel.de la fusnon MBP B-galacto&dasa de [.coli

en 175 kD_,a :'ct’ bai ',da que migré por debajo de los 47.5 kDa la cual presenta actividad de

a sndo ampllamente estudiada en el veneno de B.vagans por otro proyecto

de este grupo La ultlma banda de mayor intensidad, que migra por debajo de los 16 kDa,
corresponde a-los componentes peptidicos, los cuales constituyen la fraccion mads
abundante del veneno. Por otra parte, el precipitado obtenido de la acidificacion del
veneno, correspondio principalmente a componentes peptidicos, los cuales se oligomerizan
en condiciones no reductoras tanto en el material precipitado como el veneno crudo. Este
material precipitado, se identificé posteriormente estar constituido principalmente por un

péptido cuya secuencia no se determind completamente.

Los patrones electroforéticos de venenos de B. vagans, B. smithi y A. runahui, exhiben .
igual disposiciéon de bandas que el observado con el veneno de G. rosea (datos no
mostrados). Asi mismo, el patron electroforético del veneno de E. californicum reportado

por Savel-Niemann presenta tres bandas principales que migran a masas moleculares
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aparente de 40,-4.3.y.1.3 kDa. La dltima banda_correspondié a los acilpoliaminas. del

veneno.,

Figura 16. Gel de poliacrilamida-SDS al 15 % de veneno crudo de la tarantula G. rosea y de la fraccion
precipitada al acidificar ¢l veneno con acetato de amonio 20 mM, pH 4.7. 1) Marcador de peso molecular
P7708S de BioLabs. 2) veneno crudo en condiciones no reductoras. 3) Sobrenadante obtenido al diluir el
veneno en acetato de amonio ¥ clarificado por centrifugacion. 4) v 5) precipitado obtenido al diluir el veneno
v resuspendido en buffer de carga para geles de proteina, en condiciones no reductoras, 6) v 7) precipitado en

condiciones reductoras con 2-mercaptoetanol.

1.2.3 Separacion del veneno por Cromatografia de Exclusion Molecular.,

La elucidon cromatografica por exclusion molecular de '1.5'ml (Aags nm 354.) de
veneno diluido en buffer acetato de amonio 20 mM pH 4.7 prodUJo el perﬁl dela Figura 17,
en el cual se distinguen tres picos principales y cuyo maxnmo e]uy 'entre las fraccxones 45

y 56. Las seis fracciones colectadas por separado, se enumeraron con numeros romanos

desde I hasta V1 y el porcentaje obtenido de cada una de elﬁas con respecto a la cantldad de

veneno inicial cargado en la columna, se muestra en'la Tabla II.
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Figura 17. Perfil cromatogdtico de la clucion por exelusion molecular de 535 unidades de absorbancia del
veneno de Grosea. Ll tamafio de las fraceiones [ue de 6 ml.

En la fracciéon I migraron los dos componentes principales de alto peso molecular del
veneno, los cuales sé 1dentlﬁcaron por SDS-PAGE (Figura 18). Estos son: el componente

que mlg,ra a 175 kDa y el componente con acuvxdad de hialuronidasa, cuya migracion se da

por debajo de los"47 5 kDa Esta fraccion I es motlvo de estudio por parte de otro proyecto

del ;,rup _por:tanto; no’'se analizara mas alla de lo unlmencnonado Las fracciones II y II1

correspon_ lero principalmente a compone :o peso molecular, los cuales migraron
por deba_]o de los 25 kDa; aunque tamblen se encueritra en menor proporcion la banda con
actnvndad de hlaluromdasa en la fraccx dn::1V;: se ‘encontrd componentes que migraron
prlnc1palmen por debajo de los 6.5 kDa en. e]; gel de SDS-PAGE. Esta fraccion contuvo una
mezcla de péptidos, al igual que la fraccion I, como se observd posteriormente por

rHPLC.
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Figura 18. Gel de poliacrilamida-SDS (15%) de las fracciones obtenidas en la cromatografia por exclusion
molecular del vencno de G. rosea. 1) Marcador de peso molecula P7708S de BioLabs. 2) Veneno crudo. 3)
Material de sintesis de GrTx1. Los ntimeros en romano I, II, [T], IV, V y VI ubicados en el gel, corresponden

a las respectivas fracciones obtenidas en la cromatografia de exclusion molecular.

La fraccion V, cuyo maximo de absorbancia es a 260nm, y en menor grado a 280 nm, se
debe al Lcohtenildo: de-acilpoliaminas y segin Geren and Odell; al-contenido de ATP qu_e»
también se encuentra en esta fraccion. Esta fraccion, migré a nivel-de los componen‘:ces;de* :
bajo pesovymo’lecular y mantuvo su tincién con azul de Coomasie. Posteriorfnerit'e’ se
comprobd que tanto la fraccion V como la fraccion VI ademas de las acilpoliamirias,

contienen también péptidos de bajo peso molecular.

La determinacion de la conductividad para cada una de las fracciones colectadas durante la
cromatografia, did un pico maximo de conductividada de 1.68 mS, solapado dentro de ia
fraccion enumerada como V. Esta conductividad es atribuida por varios autores a iones
citrato, no obstante, por el pH en el cual trabajamos, no se descarta que las acilpoliaminas

se encuentren cargadas y la conductividad que se abserva se deba a este factor.




Tabla IT. Recuperacién para cada una de las fracciones obtenida en la separacion cromatografica del veneno,

después de liofilizar y resuspender en 1.5 ml buffer acetato de amonio 20mM pH 4.7.

535

Sohrm adante Veneno xwi(lllh.uln p[l 4.7

Fracclon corgada en la C. Sephadex G-S0

P U R

Fraccion I Sephadex/Liofilizada

Fraccion I1 Sephadex/Liofilizada

Fraccion 111 Sephadex/Liofilizada

Fraccidin IV Sephadex/Liofilizada

Fraccion V Sephadex/Liofilizada

Fraccion VI Sephadex/Liofilizada

Sum: de Ins Fraceiones

I'1.2.4 Cromatofiafia liquida de alia resolucion en fase reversa (rp-HPLC).

El perfil de la cromatografia de 20 | de las fracciones III y 1V por cromatografia
liquida de alta resolucion en fase reversa (rpHPLC) se observa en las Figuras 16a y 16b,
respectivamente. La separacion se efectué empleando una columna C18 de la marca
Vydac. El cromatograma de la fraccion III presentd el mayor nimero de picos, los cuales
eluyen dentro de un gradiente lineal. del 28 al 49% de acetonitrilo y corresponden
principalmente a componentes peptidicos (Figura 19a). ‘Enula:fraé'cién IV, por otra parte,
los picos eluyen principalmente en el-intervalo lineal del 32 al 42% de acetonitrilo, Se
observa enesta fraccion, la elucién de un(os) componente(s) hldroﬁhco(s) con un tiempo

de retencion.de 10.95 mmutos dentro del gradnente lmeal de acetomtrxlo (Flgura 19b):

En la fraccion V (Figura 20), para la cual se ‘esperaban sélo componentes con
caracteristicas hidrofilicas como las acilpoliaminas, se observaron ademas componentes
con caracteristicas hidrofdbicas, los cuales eluyeron entre el 35 y 50% de acetonitrilo. El

componente mayoritario, con un tiempo de retencion de 42.06, representd un 41.6 % del
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area.del cromatograma y- eluyo en 42.% de acetonitrilo. Posteriormente, este componente_
se 1dent1ﬁco por. secuenmamon y por espectrometria de masas, como, la toxma nativa
GrTxl, Esta toxma representa el 31 5 % del area bajo la curva del cromatograma “obtenido
parala: elucmn del 'veneno total por rp-HPLC. Por otra parte, los componentes con tlempos

de 1etenc1on ‘cortos, aparecen también-en la fraccion VI y se discuten adelante e

% CH3CN

a)’ : b) o
0.5'_ » - - ; ] 60 1.0 T ~ 60
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Figura 19. Perfil cromatogrifico a 230 nm de las fracciones a) 11l y b) IV por rp-HPLC. Se inyectaron 20 pl
de muestra en una columna C18. El gradiente usado fue de 0-60% CH;CN/0,10% F3;CCOOH, con flujo de 1

ml/min y la linca a trazos lo representa.

1.0

A230nm
% CII3CN

20
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Figura 20. Perfil cromatogrifico a 230 nm de la fraccion V por rp-HPLC. Se inyectaron 100 pl de muestra
en una columna C4. El gradiente usado fue de 0-60% CH3CN/0,10% F3CCOOH v el flujo fue de 2 ml/min y

la linea a trazos lo representa.
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Figura 21. Perfil de la elucién cromatogrifica por rp-HPLC a 230 nm de A) 10 ul de veneno crudo y B)
repurificacion de la toxina GrTx1. Se usé una columna Cd, un gradiente lineal de 0-60% CH,CN/0,10%
F3CCOOH vy flujo de 2 ml/min.

La fraccién VI se separd bajo las mismas condiciones de elucion que las anteriores
fracciones, con la salvedad que se realizaron registros simultaneos a longitudes de onda de
230, 260 y 280 nm. Se escogieron estas longitudes de onda con él ﬁn ’kdé discfiiﬁinar la-

absorcion debida a las acilpoliaminas, de la absorcion debida a componentes nucl otldxcos;

que pudieran estar presentes, como ATP, ADP y AMP, los cuales’ han sndo reportados en’

los venenos de las tardntulas D. hentzie, una Aphonopelma sp. de’ Anzona Y env la esrpec1e L.
californicum ( Geren and Odell, 1992; Savel-Niemann, 1989). ‘ T
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Figura 22, Perfil mp-HPLC de la fraccion VI con registros simultdneos a 230 nm. 260 nm y 280 nm. El
volimen de muestra cargado fue de 50 pl, se usd una columna C18 un gradiente lineal de 0-G0%
CH;3CN/0.10% F3CCOOH (linea a trazos) v {lujo de 1 ml/min.

La longitud de onda de 230 nm, es a la cual registramos cominmente las separaciones de
péptidos y proteinas por HPLC, este valor estd mas cercano al maximo de absorcion (214
nm), debida a la transicion electronica n—» 1* del grupo amida presente en las proteinas
y es mas sensible que la absorcion por parte de estos componentes que a 280 nm, longitud
con la cual trabajamos comiimente en el espectrofotometro para estimar las concentraciones
de las muestras con proteinas; por otra parte alrededor de los 260 nm absorben las bases

nitrogenadas purinicas y pirimidinicas.




La'Figura?—22 muestra los cromatogramas-de-la fracéiénVI: obtenidos—por rp-I—IPLC a las
tres Iongltudes de onda En cada uno de ellos se puede observar dos zonas ampliamente
separadas en las cuales migran los componentes La zona donde eluyen los componentes
con menor tiempo de retencion y la cual se encuentra poco resuelta, presenta mayor
absorcmn a 260 nm que a las demés longitudes de onda. La absorcion a 260 nm, teniendo
en cuenta algunos reportes, se deberia a la presencia de componentes nucleotidicos y la
absorcion a 230, nm seria a causa de las acilpoliaminas (Escoubas, et.al., 2002). Un
analisis de las masas moleculares de algunos de los picos que eluyen en esta zona, arrojo
por MALDI-TOF, masas entre los 400 y 800 Da. (Tabla III). Estas muestras no se
consideraron en este trabajo, mas alla del analisis de algunas masas obtenidas. Los
componentes peptidicos, como es de esperarse, presentan su mayor absorcién a la longitud

de onda de 230 nm.

e [ 746 | V-8.29 | V-8.82 | VI-10.53

845 688 768

672 672 721

656 656 672

445 461 656

437 428 488

255 303 461

250 265 445
428 417
339 268

Tabla II1. Tahulacion de masas moleculares observadas por MALDI-TOF para algunos picos de la fraccion
V, con tiempos de retencion de 7.46, 8.29, 8.82 min v el pico con tiempo de retencion de 10.53 minutos de la
fraccion VI (Fig. 22). Los componentes mavoritarios encontrados en cada una de estas (racciones se

muestran en negrilla.
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.25 Delernnnacmn de la eslructura pr/marm y_peso_molecular de la_toxina

nativa.Gri vl

La toxina nativa GrTx1A, se ldentlﬁco enel veneno en la fraccién que eluyd con un tlempo

de ‘retencidén-de-42.06-min- sobre una columna C4 (Figura 2la.y 21b); -su. secuencia ... .

determinada directamente hasta el ammoacndo 19 fue YCQKWMWTCD' EERKCCEGL
los cuales correspondieron con los pnmeros ammoacldos de la secuencia sintética. La
determinacién de la masa molecular de la toxina nativa reducida y sin reducir fue de
3979.6 £ 0.4 Da, y 3985.7 0.4 Da. La diferencia de 6 unidades de masa atomica de la
toxina nativa sin reducir con respecto a la toxina reducida, indicé que los seis residuos de
cisteinas en la secuencia estidn formando tres puentes disulfuros, como era lo esperado.
Ademas, los valores de las masas moleculares experimentales y teoricas, coinciden muy
bien, teniendo en cuenta un error experimental del 0,02% que presenta la determinacion de
la masa por MALDI-TOF.

- A) 3979.6 w B) 3985.7
é" part gu - i
; *lb ™
" sall » rar
™ " A g ' LE/‘\___
"
"____,J_,.’—-——/}W‘/——-\_____ "

~3 T E=

ne twa amed Vasa (mZ) ity y e [ " s (v2)
Figura 23. Espcctros de masas oblenidos por MALDI-TOF de A) la toxina nativa GrTx1 y B) de 1a toxina

GrTx! completamente reducida con DTT. En ambos espectros sc observa un pico minoritario

correspondicnte a la segundada ionizacion de la moléeula.
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V.2.6 Delé;‘nli/}aé[éiy de(r:éli;[dce:'dis‘%l[ﬁlfoCZ-C5 de latoxma )r_iltivd" Grj:’l'xl; e

Basados en el conocnmlento de la secuencxa de la toxm "fGrTxl ‘ _7sum|endo el patron de
dlsulfuros del ICK se dlgmo el peptldo con:la: enznm 1S tnps ‘a' que corta el ‘extremo

carboxilo” termmal de los aminoacidos llsma Y. arg,mm en21ma Glu C que corta e]

extremo carboxilo terminal de los ammoaCldos aspamco y glutamico (Flf, 24A). El perﬁl
cromatograﬁco de la purificacién se muestra en:la Flgura 24B, junto a la cual aparecen
tabulados los picos a los que se les determind la secuencia (Fig. 24C). Ellos se escog,leron
con tiempos de retencidn corto ya que se esperaban obtener péptidos cortos con poca

interaccion hidrofobica.

Tripsina Glu-¢
¥ \d ¥ tj ¥ KV vy
A) YCQKWMWTClD EERKCCEGLY CRLWCKKKIE
o St
B) C)
03 ' e PICO (T« MIN. | SECUENCIA
| i 23.76 YeQ
, - cw
o 2435 sY
E 0.2 . .
5‘ . A % 26,85 YXWGSL
“ P k2 vA
e 5‘-3, 3128 KIIEX
0.1 g R e RE
L < {: 3433 WMWIC
= . A GLVCR
N O L WYY Wt 4275 YILPN
- - ' | ' VCQK
10 20 30 40 50 60

*Tiempo de retencién

Tiempo de retencién (min)
Figura 24. Decterminacion enzimatica del enlace disulfuro entre la cisteina 2 y la cistina 5. IEn el panel A se
muestra la sceuencia de GrTx y sobre ella; los sitios de corte de las enzimas empleadas en la digestion,
tripsina de piancreas de bovino (Azul) y protéasa V8 o Glu- de Staphylococcus aureus (rojo). B) mp-11PLC de
la digestion cnzimatica de 91 pg de toxina nativa: C) Tabulacién de los picos del cromatograma a los cuales

se les determind la secuencia,
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De los:pfcbér—séieéciénados'para'se'cuenciarv —el'—pi'c’o que éluyé con un tiempo de retencion
de 34.33 mmutos le la secuencia esperada para los peptxdos unidos por el enlace disulfuro
establec1do entre las” cisteinas dos y cinco (CII CV) los cuales fueron WMWTC(II),
GLVC(V)R: ‘Los demas enlaces dlsulfuros presentes en el péptido no se pudieron
determmar por digestion” ’en,zxmatlcak, d‘eblrc:io 2 queno existe un método para romper entre

las dos las disteinas aayz{ceﬁtes en las pési'ciones 15y 16.
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V.3 Plegamiento in vitro de GrTx1

El peptldo reducndo y punﬁcado por rpI—[PLC se sometio a una reaccion de plegamiento
oxidativo en amortlguador redox de glutatlon el cual promueve la oxidacion y rearreglo

,d,etenla’ce’s,qu:urlAqurp.w §§; eqsﬁayqﬁtgﬁmlzl;gn:lg oxidacion del péptido lineal burbujeando

directamente oxigeno en la muestra;."

Para optimizar la reaccion de plegamlento de ]a toxina, se examinaron varias condiciones

de oxidacién las cuales apal ecen hstadas en la tabla 1v.

Tabla V. Condlcmnes para la optlmizaclén de enlaces disulfuro.en GrTx1

Condlclén Amortiguador pH GSH(mM) GSSG(mM) GrTx1 (mM) Rt,o.‘i(%)

7 “NH.00CCH; 7.8 , T smmM CR
2 NH,00CCH; 7.8 5 mM 0smM  5mM 2 7%

‘ 3 NHOOCCH; 7.8  §mM 05mM. 25 rﬁM. 20%
4 NHOOCCH, 7.8 5mM -~ 05mM 50 o 15%
5 Trs-HCI . 7.8 - . T . C25mM -0
6 TisHC 7.8 SmM. . 02mM  25mM  19%
7 TrisHCl 78 S 5mM  05mM 2BmM. 32%
8 ~ TrisHCl 78 5mM  20mM | 25mM 45
9 Ts-HCUO; 7.8 - 5omM 0

E! buffer acetato de amonio 1 M, pH7.8 conteniendo GSSG 0.5 mM y GSH SmM
(condicidén 4) y el cual fue usado en el plegamiento de w-conotoxina MVIIA y MVIIC,
produjo un rendimiento del 15 %, obteniéndose ademas, gran cantidad de precipitado
durante la oxidacién, producto de la agregacién y polimerizacion del péptido el cual

posteriormente se redujo y purificd por rpHPLC.




La reaccion de plegamiento se monitored po} rbHPLC cada 24 h hasta un tiempo de 72 h.
El mayor pico visible en 72h, correspondi6-al-tiempo retencion en cual eluye la toxina

GrTx1 nativa (Figura 25A)

Manteniendo un tiempo de 72h, se ensayo la reaccion con buffer Tris-HCl y se examind
posteriormente, el efecto de variar la concentracion de GSSG. ~Se encontro-que el
incremento de GSSG, hasta una concentracion de 2mM.: ‘produjo un '1umentoien el
rendimiento de la reaccionplegamiento del 45 % con respecto a Ia concentracnon inicial

del pepttdo reducido en la reaccion de plegamlento (Flgura 25B)

La temperatura de reaccion, la cual ha 51do reportada no ser. crucnal para el plegamiento

°C) se;méntuvo a 4°C. Sin embargo, en el

de - conotoxma TxVII (entre 20°C y

ple5am|ento de las tomnas - conotoxma MVIIA y MVI este parametro fué crucial.
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Figura 25. A) Cinética de plegamiento de la condicion 2. 13) Plegamicnto de GrTx1 a diferentes

concentraciones de GSSG.

La determinacién de la masa molecular de la toxina. plegada, produjo el valor de la toxma
oxidada con tres enlaces disulfuros (Masa teorlca = 3979 7 Da, Masa espenmental 3979 8

Da) (Figura 26B).
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Figura 26, A) Reaccién de plegamiento (Condicion 3). B) Espectro de masas dela toxina sintética
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Figura 27. A) Coelucién de las formas plegadas dela toxina sintética v la toxina nativa. B) Coelucion de

la toxina sintética y nativa, en forma reducida. La linea a trozos representa el gradiente lineal de CH;CN

empleado.

El cromatograma. de la de coelucion.de.una mezcla equimolar de toxina sintética plégada
y toxina nativa (Figura: 27A y 27B), mostrd la migracion de un pico, lo cual refleja un
misma conformacién para las dbs especies. Los ensayos de actividad para la toxina
sintética plegada mostraron lds mismos efectos que la toxina nativa.
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La condicién optima de plegamlento obtemda para - conotoxma MVIIA y MVIIC no

fué las mas adecuadas para el plegamlentorde GrTx1, la 'ualyf’ormo en su mayor parte ’

precipitado. Este resultado muestra que la mblecula Ili‘y‘ea‘ de GrT)\l tlende agregarse en

un ambiente hidrofilico. VPo otra parte efec”,
:latlva hllefOblCldad la. cual. 1nteracmona

plegamiento de GrTx1: podrla atnbun‘se a s

apropxadamente con la; omna rlca en re51duos hidrofébicos. Otro factor que podlla"

contnbunr a este efect ’ favorable por parte del Tris, se deberia al ion tris- hldro‘umetll-"“ )
amina, el cual resulta mejor contra- catlon para los aniones del péptido 1epresentados poni ,

los re51duos amdos lo cual podrla implicar que las repulsiones intramoleculares entre los
residuos 4cidos serian la fuerza electrostitica causantes de obstruir el correcto

plegamxento en GrTx1.

El efecto favorable de GSSG en el plegamiento de GrTx1, estaria justificado en virtud del
aumento de especies oxidadas, las cuales en el modelo de plegamiento de dos etapas,

conllevarian a producir la conformacion nativa.

Las ensayos de plegamiento asistido con la minichaperonina GroEl, aislada de
Entamoeba hystolitica, no produjeron estados plegados del péptido los cuales fueran
detectables como cambios en el perfil de elucién cromatografica de la toxina reducida.
No obstante los anteriores resultados, no se asevera la ineficacia de GroEl, ya. dug;if‘
algunos factores como la pérdida de actividad por desnaturalizacion de la chaperoﬁa y/o ¥
condiciones de reaccidn desfavorables, estarian implicados en estos reSultadéé : SeW
requeririan otros ensayos.para verificar a GroEl y las condiciones f‘avorables pala que ella

asistiera el plegamiento.de GrT*(l
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V.4 Ensayos de Actividad
V.4.1  Ensayos de actividad in vivo.

Los estudios preliminares de la actividad biologica de la toxina nativa GrTx1, asi
como los de'la toxina sintética plegada in vitro, se realizaron en grillos de la especie Achera
domesticus.” Las'dosis ensayadas y el efecto causado se resumen en la tabla V; en la cual se
observa un efecto dosis-dependiente. Dosis de 10 a 63 pg GrTx1 nativa/g de grillo,
causaron parélisis de los especimenes después de.los 10 minutos de haber sido inyectados:
iniciando ésta, con la parélisis de las patas traseras seguida de las patas delanteras y cese
del canto. La recuperacion de la movilida'd normal fue gradual. Dosis de 180 pg/g
causaron la muerte dentro de 24 h. Algunas tomnas reportadas con efecto paralizante sobre
insectos son HwTx-I1 y CvTx-II; Hwa-H de S lmwena tiene una dosis media paralizantes

(EDso) de 127 £ 54 pg/g (0.03: um I/g) y una d051s letal de 200 ug HwTx-II /g (0.05.

umol/g) en cucaracha, mxentras q
C.validus, CvTx-I1, la’ EDso fued 0, pl ol/g

rpara la toxma insecticida especie- especnﬂca de "

E! efecto de la toxina sintética reducida y la plegada in vitro se ensay6 por separado. Con
la toxina sintética reducida no se observo ningln efecto diferente al de los griilos control,
mientras que la toxina sintética plegada, a dosis de 10 pg/g de grillo, causé paralisis con
menor tiempo de recuperacién que el observado para la toxina nativa a esta misma dosis.
Estos datos nos indican que la toxina sintética requiere estar plegada correctamente para

mostrar efecto, ya que la sintética reducida no lo tuvo.

Con el propésito de evaluar mejor un efecto cualitativo y cuantitativo de la toxinas, se
realizaron también ensayos de la actividad en sistemas aislados para algunos canales

ionicos que participan en la generacion del. potencial de accion
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Tabla IV, Efecto dosis-repucsta de la toxina GrTx1 nativa y sintética plegada sobre grillos.

MUESTRA DOSIS (ug/y de grillo) | EFECTO

Control Agua (10ul.) No se observa pardlisis

Toxina nativa 180 (0.045 pmol/y) Muerte antes de 24 h,

Toxina nativa 65 (0.016 umol/y) Paralisis con recuperacion de la movilidad después de 8h.
Toxina nativa 20(0.005 pmol/ly) Pardlisis con recuperacion de la movilidad después de 5h,
Toxina nativa 10 (0.0025 pmol/g) Paralisis con recuperacion de la movilidad después de 3h.
Toxina Sint.Reducida 15 (0.004 ymol/y) No sc observa parilisis

Toxina Sint.Plegada 10 (0.0025 pmol/g) Pardlisis con recuperacion de la movilidad después de 1h.

V4.2 E/ecto de la toxina plegada sobre canales de SOdIO y cana/es de potas:o leO ERG, :

SOle % potasm co‘ la toxma nativa, se usaron d051s de 10 ( ) SnM) y 5 (1 25nM) ug/ml '

respectlvamente

A)
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g
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Figura 28. Registros de las corrientes de sodio A) y potasio tipo ERG B), de la toxina nativa GrTx! del

veneno de G, rosea.
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Los reglstros de la corrlente de sodio: obtemdos sm toxma fueron comentes entrantes muy

rapldas las cua]es en presencna de la toxma natlva a lO pg/ml (2 5 nM) pl‘Odu_]O una’

las. corri entes de

que eﬂeja que su_

A) B) 1o
o4
«1000 -
-
g g
2 2 2000
E Toxiua Plegada (4 og/mi) E am1
-8000 o0
oy . 000 Y T T )
sy s20 500 550 600 850 00

fiempo (ms) . lismpo (ms)

Figura 29, Registros de’ las corrientes de sodio (A) y potasio tipo. ERG (B), de 1a toxina sintética. GrTx1

plegada in-vitro.

La actividad 's‘bbré canales de 'potasié hé sid as al
venenos de arafia, ejemplo de ello son HaTxlr ‘Ha specie G. spatiilata
(Takahashi et al., 2000), SGTxl aislada. de

HmTx1y HmTx2 de H. maculata (Escoub

7 ]999) y las toxinas
3 ?200'2;‘,’),‘i.tv6d§'s': _el'l'ais"{act‘ﬁah sobre canales

de potasio voltaje dependiente;

TREC fAw ]
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Vd3 I feclo de as' fraccmne.s I—Vl del veneno de G rosed .soble canale.s de sodlo y

canales de polas/o I/po IsRG

Medlante la tecmca de

fraccnon IV cuyoinhibicion fue aproxnmadamente del 62 %, mlentras que fracc1on l] causo :

el mayor bloqueo de las cornentes de potasio, con una mblclon aproxnmada del 85 % Esta

fracciones seran Obj eto de estudio en futuros trabajos.

Porcentaje de Inhibicién sobre corrientes de Sodio
y potasio tipo erg de las fracciones II-VI

100

80
80
70

60

so

B Canal Na
@ Canal K-erg

40

% de Inhibicidn

30

20

10

[¢]

Fraccién

Figura 30. Histograma del porcentaje de inhibicion sobre corrientes de sodio y potasio de las fracciones 11,

HI, IV y VI del vencno de G. rosea.
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V.S An:ilvisris dela estriuctura primaria y terciaria de GrTx.
V.3.1" Homologia de secuencia de toxinas de la familia-Theraphosidae.

De las 40 secuencias de toxinas de tarantulas obtenidas de la base de datos del
NCBI y de algunas publicaciones, se seleccionaron 18 secuencias, las cuales cumplian con
la caracteristica de pertenecer a la familia de arafias Theraphosidae, su secuencia estaba
completa y los enlaces disulfuros debian ser los establecidos para el ICK. La Figura 31
presenta el alineamiento de las 18 sécuencia de toxinas peptidicas no redundantes,
pertenecientes a tarantulas de la familia Theraphosidae reportadas hasta la fecha. En la
parte superior se halla la secuencia de la toxina GrTx1, la cual es un péptido de 31
aminoacidos y constituye la toxina mas abundante del veneno. A nivel de secuencia,
GrTxI presenta baja homologia con las secuencias consideradas en el alineamiento, con la
excepcion de; lé:s: to}(i‘na:s GsMTX2, ProTx2y Gs-Seq-1, cuya identidad de secuencia fue del

90.0, 871 y‘ 79.3 ‘%brespectivamente.

Oswéld y cblabofadores (2002) encontraron que GsMTX2 bloquea en un 45 % la corriente
de caha]és kdté pléjt'asio mecanosensible, con ‘uné}ﬂco'nstante de asociacion de 1.7 x 10° M"s'l,
mienlra‘s‘ que,Gs-Seq-l, se encontré que bloquea las corrientes en canales de potasio
sensibles a Voltége y ProTx2 bloquea canales de"sodio (Middleton et al., 2002). Resultados
arfojados:'por este trabajo, sefialan a GrTx1 cqmo una toxina que actua bloqueando. tanto

corrientes sodio como corrientes de potasio tipo' ERG.

A nivel de estructura primaria, este grupo en particular, satisface el motivo C1Xs.7 CiXs.9
CiuiXo7 CivXi.s CvXa.13Cvy, donde X es cualquier aminoacido y C son residuos de cisteinas,
las cuales forman tres enlaces disulfuro ordenados como sigue: Ci-Cjv, C;i-Cyv y Cpy3-Cyy,
El motivo motivo CiXs.7 CyXs.o CiiXo-7 C1vXi.q4 CvX4.13Cvi, es una version mas extendidad
del motivo CiXs.7 CnX3.6 CinXo-s CivXi.s CvX413Cvi, propuesto por Pallaghy para toxinas
peptidicas con la topologia del ICK. En el motivo extendido, las cisteinas Il y IlI pueden
estar eSpaLéiéaaS"de' 3a9 residuos,mientras que el espaciamiento entre las cisteinas III'y IV
puede ser de O‘a, 71a‘r‘ninoécidos y enire las cisteinas IV y V puede estar comprendido entre

ly5 aminoé'cid”osf
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Aun cuando pocas toxinas de la Figura 31 tienen mas del 50 % de homolqgia‘é nivef de 7
'secuencia, la mayoria presentan las siguientes caracteristicas; o ' k

1) El espaciamiento entre las cisteinas requiere de pocas substitudiones para una
alineamiento idéneo y 2) La mayor parte de los péptidos tienen la CIII ,‘y CIV continuas,

formando un doblete central.

Otro arreglo del motivo de cisteinas se encuentra en la toxina ESTX de £ californicum
(Savel-Niemann, 1989), TXP1 de B. smithii (Kaiser et al., 1994) y. en las dos isofornias de
la toxina HwWTX II de S. /unvena (Shu and Liang,,b 1998) las cuales no presentan el doblete
central conformado por las cisteinas III y IV Se .conoce p01 la estructura HWTX 11,
resuelta hace poco tiempo (Shu et al., 2002), que esta toxma presenta e] an eg,lo de puentes
disulfuro CI-CIII; CII-CV y CIV-CVI], diferente deI patron de puentes dlsulfuros hallados
para el ICK, lo que establece otra topologla dlferente en estas toxmas ¥y que probablemente
seria la topologia presente para las secuencias mostradas en la Flg,ura 31 que no contienen

el doblete central de cisteinas.

1°.5.2 Andlisis de Secuencic. ,

Las Figura 32 muestra el arbol filogenético construido con el algoritmo Neighbor- joining
correspondiente a la 18 toxinas consideradas en el alineamiento multiple de la Figura 31 el
cual resulto idéntico a los obteninos con los algoritmos Kitsh y Fitch, y debido a que no'se
conoce una secuencia ancestral que indique los estados de caracter de los cuales
divergieron las secuencias consideradas, no se pudo enraizar. En él, se diferencian siete
grupos principales, especificados de G1 hasta G7. Estos grupos en general, contienen
toxinas que actila a nivel de canales idnicos, como a nivel del receptor nicotinico de
acetilcolina. El grupo 1, contine tres toxinas del género Gr ammostola, las cuales actuan a
nivel de canales de potasio: Gs-Seq- 1 la cual actia sobre ‘canales de potasxo sensxble al
voltage, GsMTx2, que actiia a nivel de cales'de potasio me;canosenmble y‘, GrTxl, actia en
canales de potasio tipo ERG y sobre canales de sodio. También se ericuentra en este grupo

la toxina ProTx2 de Thrixopelma pruriens que actua a nivel de los canales de sodio tipo
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Especie Toxina Alineamiento de secuencia % 1d* %Hom® Actividad

-.GLVCE.....LWCKERIBW... .. __  Canal Na*,K*

. .GLVCI. --..LWCERIIMM... 871 903 Canal K*-MCS
BMVCE.... . LWCKEEX..... 793 896 CanalK*

Grammostola rosea GrTX1 eeeeYC
Grammostola spatulata GsMTX2
Grammostola spatulata Gs Seql

Thrixopehna pruriens  ProTX2 L ICHER .} «sosLWC W.... 9.0 966 CanalNa*
Brachypelma smithii ~ Tx2-9 <.+ .-. ScVRFOE ELECSSRW. .EWCVYPE.BF.. 296 407 CanalK*
Grammostola spaiwlata GsMTX4 ' SkCCRE . ELECBELF . ELCHFS8.A... 321 393 Canal K*-MCS
Grammostola cala HaTxl  ..... ‘ ' EF KYCAWE %;‘g 267 300 Canal K*
Grammostola cala HaTx2 ] § L BYCAWNF.XFS8. 267 300 CanalK*
Scodra griseipes SgTxl 4 » . BBYG. .KYCAWY ?}F -« 300 300 CanalK*
Hysterocrales gigas ~ SNX-482 K Y. BSLF..CYCAWML. SFK 226  29.0 Capal Ca®*
Grammostola spatulata ©GrTXISIA « - « « + NCVR | RSEWPRNICVWEG.BV.. 2358 387 Canal Ca®*
Thrixopelma pruriens ProTxl  ..... ] ! s GWCVWRFGEFS. 407 444 Canal Na*
Selenoscomia huwena  HWTX1  « - - .. tG ¥ ] gCCl IV C| %Y. . BvckwEL... .. 345 379 R Nic.AcC

Selenoscomia hiwena HWTX-112

;CF PICVEV. 233 367 R NicAcC
Selenoscomia hiwena  HWTX-111

(CRFEMCVEV. 233 333 R NicAcC
IBLCLEI. 333 407 R NicAcC

Brachypelma smithi ~ TXP1 N -
Euripelma californicum EsTx-4.3 .IFE E : ¢ CEGGW. . ﬁC!I CLEI. 310 440 R NicAcC
Coremiocneniis validis CyTX2 RAGHMCYES .GRcCl GLYC AYV..VECYEB...... 321 500 Insecto

Paul K. Phallaghy: CX;, CX,, CX,;CX,;CX,;;C

Theraphosidae:  CX,,CX, CX .CX, . CXsC

FIGURA 31. Alineamiento de secuencia de toxinas pertenecientes a tardntulas de la familia Theraplzoszdae con similar estructura
y modo de accién conocida. En la parte derecha al alineamiento se colocé el el porcentaje de 1denudad Y. homologfa de las
secuencias respecto a la toxina GrTx1.
* Porcentaje de Identidad.

® Porcentaje de Homologia.




Nayl.2, Na,1.5, Na 1":7 'yNa;}l 8 Todas esta toxinas tiehen lai caracteristica de presentar las -

cisteinas III y IV contmuas en un doblete central ademas de tener alta 1dent1dad de

secuencxa entre ellaq E

lmwena la cual tlene'las mstemas III y IV continuas y se halla menos relacnonada porf

secuencia- con Hwa II pero actua:igualmente,-sobre el.receptor nicotinico.de acetllcolma

Por su parte el grupo 3 lo conforman las toxinas -GsTx- SIA, HaTx-I y: HaTx- Ir: de
Gr an;mosta/a spatulata, SNX-482 de Hysterocrates gigas y la toxina Sng-l de SCOC/I (4]
griseipes. ‘HaTx-I, HaTx-II y SgTx-1 bloquean canales de potasio. GsTx-SIA y.SNX-482
bloquean canales de calcio pero guardan poca similitud de secuencia entre ellas.  SNX-482
se observa mas emparentada con las toxinas HaTx-I, HaTx-11 y SgTx-1,.que actan a
nivel de canales de potasio, por lo que se esperaria que la toxina de H. gigas, tuviera
también accion sobre estos canales. El grupo 4 contiéne solo a la toxina ProTx1 de

Thrixopelma pruriens, 1a cual alr‘igual que ProTx2, agrupada en G1, actiia sobre los canales

de sodio tipo Nayl.2, Nayl.5, Nay1.7 y Na,1.8 pero su secuencia se encuentra poéo :

emparenfada con ProTx2: En el'gfup'o 5 se agrupan la toxina mecanosensible GsMTx-4 de
la especie G. rosea y la tomna volta_]e dependlente Tx2.9 de B. smithi. Debido a que
GsMTx-4 actiia también-en canales de potasio mecanosensible como lo hace GsMTx-2, se

pensarfa que existe una realacmn mas cercana con el grupo 1, sin embargo, sus p051c1ones

en el arbol no los relacxona directamente y podria especularse cierta convergencnaf
funcional por parte de estas toxinas. El grupo 6, contiene bifurcada su rama y en una de

ellas se agrupan dos toxinas correspondientes a las.isoformas de HwTx-I[ de la especne,

Selenocosmia hinwenc y en la otra rama se encuentran las:otras dos toxmas la TXP 1y
ESTX-4.3 de Brachypelma smithi y Euripelma ca//fm n/cum respectlvamente Estas cuatro
toxinas se presentan como grupos emparentados, debldo a que txenen alta identidad de
secuencia, aun cuando provienen de especles dlferentes presentan ademas, la
particularidad de no tener las cisteinas IIl y IV continuas y se.conoce recientemente que
HwTx-1I no presentan el patron de enlaces Vdisqlfur:o;drgl' ICK, por tanto se esperaria que
todas estas cuatro toxinas presentaran igual topp]’ogi/a. Todo el grupo 6, integra toxinas

que actiian a nivel del receptor nicotinico de acetilcolina. Por tltimo, el grupo 7 esta

EI grup'” 2'.lo conforma s6lo la toxina HWTx-I de Selenoscam/a‘




conformado- por CvTx-II la- cual actua sobre msectos pero su accnon especxﬁca sobre

blancos moleculares se desconoce y por mferencna filogenética resulta dificil asxgnarle
algan tlpo de funcnon debldo aque su secuencia esta muy poco relacionada con las demas

toxinas en genera]

La amplltud en el- conocnmlento actual de las toxinas de- arafia,- no pemnte deﬁmr

claramente una relaclon estructura-funcnon snmllar al trabajo hecho con las toxinas: de

escorpion o caracol

G3
SNX-482 T
W.GsTx1-SIA SeTx}
G4 :
G2
. nuy PLL ..‘
o GaMTX4 . _Hwix1 %
L ]
. Yegun®
1 )
*
Gde T2

Gl

pamu,
+* Y

GIMTX2 .
’-l'.' Ll
ot ProTxd GsSeqt ¥
D *
™ .
u EsTx.4.3 AR ETY A
. -
. .
L. *
* L »~
'. 2 [ CYTX2 »
. » »
G6 . e .,
Sust® ...‘.0

Figura 32, Arbol filogenético de las toxinas de la familia Theraphosidae, basado en ¢l alincamicnto miltiple del
Clustal X. En el drbol se hace la distineién arbitraria de siete grupos, en uno de los cualc.s (G1),se u)cm_nlm
agrupada la toxina GrI'x1 de la tardntula Grammosiola rosea.
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V.. 3 Moa’elo estr: ucluml de la onma Grl' x/..

GrTx1 es 'un peptldo de 3:1 ammoamdos el cual constituye el componente

mayontano del veneno de Girosea El ahneamlento de su‘secuencia contra otros peptldos

resuelta (Id'PDB£ ILUP)
Debido a que Gr’ Fxl presenta una alta identidad con GsMTx2 "se asumio uné ‘homologia

estructural entres estas dos toxmas y se tomd a GsMTxZ co en plado para realizar el

modelo estructural de GrTx] Estas toxinas dlﬂeren entre ellas solo en tres de sus residuos

localizados en el extremo carboxxlo terminal.

HaTxl T ECRYLFWGGCKTTSDCCKHLGCKFRDKYCAWDFTFS
GsMTx2 YCQKWMWTCDEERKCCEGLVC RLWCKRIINM
GrTx1 YCQKWMWTCDEERKCCEG LVC RLWCKKKIEW

Figura 33. Sceuencias de toxinas homologas a GrTx] que actha sobre canales de potasio.

LLa estructura secundarla de GrTx1 ‘esta compuesta de tres _Vhebras [3, formadas ‘por. los
residuos W17 a C9 ¢ hebra Bl) L19 a R22 ( hebra [32)k ' W24 :R27 ¢ hebra B3) Las
hebras B2 y [33 for man

Como es tlplco'del'ICK' (o mas ampliamente, el motlvo alfa./beta stablhzado'por cnstelna

’na hOJa antiparalela y la: hebra dos pnmeras

"Csaff" ) el enlace dnsulfuro establecido entre la cnstema es'y sei: penetra el anillo de 14
miembros formado por los enlaces disulfuro CI- CIV _,C VCV que unen los péptidos CII-

Q3-K4-W5-M6-W7-T8-Clll y C16-E17-G18-L19-V20-C21.
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La traza del plegamiento y los tres enlaces disulfuros de los dos péptidos se superpone
exactamente, permitiendo una prediccidn espacial real de los residuQs conservados (Figura
34b). La diferencia entre GsTx1l y GsMTx2 se dio 'clar'armﬁeynit:c:: a’f‘nivgl‘ de superficie y
distribucion de cargas del extremo carboxilo terrninal‘en‘ddridé*yla"s cadenas laterales de

Lys26, Lys27 'y Lys 28 -se encuentran opuestas;- conﬁnendole al “extremo carboxilo

terminal una forma ramificada y positiva, mientras que en Gs x2 el extremo carboxnlo

terminal se halla en una forma mas compacta y prmcxpalme e drofoblco debldo a los
residuos no polares de. isoleucina, ocasionando claramente «dlferenClas en el potencxal

electrostatico sobre esta region en cada molécula.

Figura 34. 0) Comparacién de la superficie del modelo estructural de GrTx1 con GsMTx2. b) Superposicion

de las estructuras en forma de trazas de Gr'Tx1 (Azul) y GMTx2 (Rojo).

En GsMTx2;.
en ver’de"der’f —

terminal;- la: cua es ¢

union dlrecta a canales.de potasno Ademas una leucina conserva en varias secuencias de
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toxinas con esta topologia y localizada dos residuos antes de la cisteina cinco la cual,

podria establllzar la mlcroarea hidrofébica y/o f‘aclhtar el plegamlento y- formacmn de.. . .

disulfuros. Estas caractenstlcas anahzadas para GsMTx2 tamblen son extrapolables a la

toxina GrTxl

Una evaluac;onde la homologia estructural deGrTxlconGsMTxZ "pjér,"élj’_s"érv‘idqyrfde‘: e

reconpcirﬁiento de plegamientos del "Imperial C;)llége of Sciehce, Techhoiogy and
Medicine" (http://www.sbg bio.ic.ac.uk ) arrojo un valor del 87% y un 53% de homologia
estructural con Heteropodatoxina 2 (HpTx2), un péptido de 30 residuos (Id PDB:1EMX)

de Heteropda venatoria, una arafia del suborden arancomorphae, que actia tambi

en sobre canales de potasio (Figura 35).

Figura 35. Comparacion de la cstructura de GrTx1 con estructuras que adoptan la topologia del ICK.

Tuwetoxin-1 (HwTx-1), Hanatoxina-1 (IaTx1), y Heteropodatoxian-2 (HpTx2). Huweloxin-II (HwTx-1I)
presento una topologia difrente.
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En la Fxgura 35 se muestran Algunas estructuras con Ia topologla del ICK para las cuales

dlsulfuros entre las cisteinas I-IIL, 1I-V y IV- VL Su alta homologla a nivel de estructura
pnmana con las toxinas EsTx-4.3 y TxP1 (ver Figura 31) sugiere que elplegamlento y su
patron de puentes disulfuros de estas moléculas podria ser muy similar, aunque para ellas

hallan sido reportado los enlaces entre las cisteinas I-I1V, II-V y ITI-V1.
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VL. CONCLUSIONES

A partlr del veneno de la espe01e G. rosea, se logrd 1dent1ﬁcar y aislar la toxina GrTx1 la
cual tuvo act1v1dad sobre canales de potasxo tlpo erg y sobre canales de sodio. Estos
canales son los responsables en.en.gran medida.de la generacion del potencial de accidn.
Las fracciones II a la VI, obtenidas de lé filtracion en gel, presentaron también actividad
sobre los canales de sodio y potasio. Ademas, la fraccion III presento actividad sobre -
canales de calcio, éstas fracciones actualmente se"estz’m estudiando y caracterizando

algunos de sus componentes

La diversidad de actividades sobre canales ionicos observadas en el veneno de G. rosea

convierte a este veneno en un material de interés de estudio.

Se obtuvo en condiciones in vitro el plegamiento de la conformacion nativa de GrTx1 a
partir de un péptido sintético y totalmente reducido, empleando buffer Tris pH 7.8 y una
mezcla de GSH[0.5 mM}/GSSG[2 mM], con una eficiencia en la reaccién de plegamiento. .

del 45 %.

De los 138 registros de toxinas de arafias depositadas en la base de datos el National
Center of Biological Information, NCBI (http://www.nebi.nih.nlm.gov), 16 secuencias de
toxinas pertenecen a la familia Theraphosidae o tarantulas. Esta estrecha disposicién del
numero de éstas toxinas, impidié establecer un criterio de la relacién estructura-funcion,

semejante al trabajo realizado con las toxinas de alacran o caracol de mar.
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No obstante lo anterior, con el numero de toxinas disponibles, se observé a nivel de
estructura primaria que, en general, las toxinas de la familia 7} heraphosidae»presenta un

patrén de mstemas como en. las toxmas de escorplon o caracol Mas alla de este patrén

conservado, la 51m111tud entre las secuenc1as es baja. A mvel de estructula tercmrla, los
pocos: ejemplos a los que se les ha resuelto la estructura trldlmensmnal presentan la

topologla de un nudoiestablhzado por enlaces dlsulfuro entre las mstemas,

comunes con otras toxmas que actuan sobre canales de potasw, las cuales estanan

involucradas en la union al canal.'
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