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RESUMEN 

 

El siguiente escrito incluye los resultados más relevantes obtenidos durante el 

desarrollo de mis estudios de doctorado, los cuales involucran el estudio diversas proteínas 
con relevancia biológica, empleando principalmente resonancia magnética nuclear. 

 Inicialmente se presenta la caracterización estructural de la toxina Cl13 proveniente 

del alacrán Centruroides limpidus; la cual fue aislada directamente del veneno del alacrán, se 

observó que presenta un motivo estructural / estabilizado por cisteínas comúnmente 

encontrado en las toxinas-beta bloqueadoras de canales de sodio. También se encontraron 

ciertos aminoácidos, los cuales podrían ser responsables de la falta de eficiencia de los 

anticuerpos protectores de cadena sencilla para la neutralización total de toxinas del veneno 

Centruroides limpidus. Este proyecto se encuentra publicado en López-Giraldo, A. E. et al. 

(2020) ‘The three-dimensional structure of the toxic peptide Cl13 from the scorpion 

Centruroides limpidus’, Toxicon : official journal of the International Society on Toxinology, 

184(June), pp. 158–166. doi: 10.1016/j.toxicon.2020.06.011. 

También se presenta la caracterización estructural mediante resonancia magnética 

nuclear de los dominios N-terminal y C-terminal de la escorpina proveniente del alacrán 

Pandinus imperator. Los dominios fueron obtenidos de manera recombinante. Se observó 

que el dominio C-terminal presenta un motivo estructural α/β estabilizado por cisteínas (CS-

α/β), mientras que, el dominio N-terminal presenta hélice-α en presencia de 50% de TFE. 

Además, se determinaron posibles bases estructurales de la interacción con las membranas 

de las células cargadas negativamente. De este proyecto se encuentra un manuscrito 

sometido en la revista Frontiers in Pharmacology, ver anexo 4. 

Adicional a esto fue posible realizar la caracterización estructural de la toxina TcoKIK 

proveniente del alacrán Tityus costatus. Esta toxina fue obtenida de manera recombinante y 

caracteriazda mediante resonancia magnética nuclear. La estructura tridimensional de 

TcoKIK mostró en la región C-terminal el motivo estructural CS / convencional para las 

toxinas , mientras que la región del N-terminal se encuentra desestructurada. Cabe 

mencionar que, no existe información estructural o de función biológica reportada para esta 

toxina actualmente. Este artículo se encuentra enviado al Biophysical Journal como Beta-

KTx14.3, a scorpion toxin, blocks the human potassium channel KCNQ1. 

Otra proteína de interés biológico estudiada en este trabajo fue la neurotoxina SCNTX, 

para la cual fue necesario obtener la toxina marcada isotópicamente con 15N y 13C. Se realizó 

la caracterización estructural de la neurotoxina SCNTX empleando experimentos de 

resonancia magnética nuclear 2D y 3D, se observó que la arginina 47 se encuentra expuesta 

al disolvente y podría ser un residuo clave en la interacción con el receptor nAChR. Este 
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proyecto fue desarrollado en colaboración con el Dr. Gerardo Corzo Burguete del Instituto 

de Biotecnología de la UNAM y el Dr. Guillermo de la Rosa de la Universidad de Toronto.  

Por último, se estudiaron los diferentes dominios presentes en el factor de 

transcripción A-MYB de humano. Se optimizaron las condiciones de expresión y purificación 

para cada uno de los dominios en estudio. Y se determinó que todos los dominios se 

encuentran plegados y a su vez presentan un plegamiento activo debido a que interaccionan 
con su blanco correspondiente.  

De esta manera fue posible involucrar en este proyecto diversas proteínas con 

actividades biológicas como citolítica, neurotóxica, bloqueadora de canales y transcripcional. 

Para el estudio de ellas se empleó una amplia variedad de herramientas cromatográficas, 

fisicoquímicas, espectroscópicas y computacionales; las cuales nos permitieron obtener 

información estructural y funcional para cada una de ellas, tal como se desarrolla en el 
presente documento. 
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CAPITULO 1  

1. 1 INTRODUCCIÓN 

Se encuentra bien establecido que la resonancia magnética nuclear (RMN) es 

una técnica muy útil para realizar estudios estructurales y dinámicos de sistemas 

biomoleculares en un ambiente cercano al fisiológico. Los avances en la 

instrumentación y el diseño de nuevas aplicaciones empleando RMN han permitido a 

su vez realizar estudios a nivel molecular con una mejor resolución(Norton 2018). Con 

el fin de poder comprender cada vez mejor, el mecanismo mediante el cual, las 

proteínas y péptidos cumplen su función biológica en cada sistema, decidimos 

seleccionar la RMN como herramienta primordial en este proyecto. Esto con el fin de 

estudiar varios péptidos provenientes del veneno de diferentes especies, así como 

también los dominios presentes en el factor de transcripción de humano A-MYB. 

Los primeros 4 capítulos se centran en el estudio de los péptidos Cl13, escorpina, 

TcoKIK y SCNTX, los cuales provienen de diferentes especies venenosas. Generalmente, 

estas especies utilizan su veneno como mecanismo de defensa, y para cazar sus presas. 

La composición del veneno varía de animal a animal; sin embargo, la mayoría de los 

venenos están compuestos por una mezcla heterogénea de sales inorgánicas, moléculas 

orgánicas de bajo peso molecular, péptidos (2 -10 kDa) y enzimas (>10 kDa)(King 

2011). Esta mezcla le permite al animal inmovilizar y/o matar la presa o 

predador(Pennington, Czerwinski, and Norton 2018). Desde la antigüedad, los seres 

humanos han sabido que las criaturas venenosas pueden ser extremadamente 

peligrosas y potencialmente fatales. Gracias a la creatividad humana, los pueblos 

antiguos no tardaron mucho en utilizar proyectiles con veneno de diferentes animales 

como tácticas de guerra o caza(Keaveney and Mayor 2004).  

Durante muchos años el veneno de culebras, sapos, arañas y escorpiones ha sido 

usado como tratamiento terapéutico para tratar algunas dolencias como la artritis, el 

cáncer y enfermedades gastrointestinales, entre otras, empleando pequeñas dosis del 

veneno completo(Pennington, Czerwinski, and Norton 2018). Fue solo hasta finales del 

siglo XX que la medicina moderna comenzó a utilizar el veneno de manera más 

sistemática y rigurosa(Gopalakrishnakone, Cruz, and Luo, n.d.). Se determinó que los 

péptidos aislados y utilizados en apropiadas concentraciones pueden convertirse en 

medicamentos útiles; a pesar de esto, existen muy pocos estudios clínicos de péptidos 

derivados de venenos(Pennington, Czerwinski, and Norton 2018; Gan ZR, Gould RJ, 

Jacobs JW, Friedman PA 1988; Rocha ESM, Beraldo WT 1949; Scarborough RM, Rose 

JW, Hsu MA 1991; Markwardt F. 1970; Maraganore JM, Bourdon P, Jablonski J, 

Ramachandran KL 1990; Miljanich GP. 2004). 

Los ensayos de actividad también han progresado, debido a que; los primeros 

ensayos involucraban la inyección intra-cerebro-ventricular de ratones para luego 
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observar su actividad(Olivera et al. 1990), lo cual aún sigue siendo ampliamente 

utilizado(Drane et al. 2017). Recientemente, los sistemas de expresión heterólogos 

como ovocitos o células de mamífero; inyectados con ADNc codificante para diferentes 

canales iónicos; se ha convertido en una herramienta estándar para determinar el 

bloqueo de canales iónicos por diferentes moléculas(Tammaro, Shimomura, and Proks 

2008). Adicional a esto, la identificación y el desarrollo de nuevas moléculas ha 

progresado rápidamente, también, gracias al desarrollo de otros ensayos como; los 

fluorimétricos o colorimétricos basados en sustrato(Markossian S, Sittampalam GS 

2017), el lector de placas de imágenes de fluorescencia (FLIPR)(Vetter 2012) y la 
resonancia de plasmón de superficie(Leonard, Hearty, and O’Kennedy 2011).  

Por otro lado, el sexto capítulo se centra en el estudio de A-MYB perteneciente a la 
familia de factores de transcripción MYB. Los cuales son proteínas de enlace a ADN que 
actúan como transactivadores de diversos genes, y fueron llamados así debido a que v-
Myb, un componente oncogénico del virus de mieloblastosis aviar, presenta un sitio de 
enlace ADN similar al de los factores de transcripción MYB. En general, estas se enlazan 
y estimulan la transactivación de genes objetivo que regulan la progresión del ciclo 
celular, diferenciación y apoptosis(Sala 2005).  

En mamífero existen tres parálogos de R1R2R3-MYB: A-Myb, B-Myb y C-Myb. A-
Myb, a diferencia de los otros factores de transcripción de esta clase B-Myb y C-Myb, 
muestra una distribución celular restringida y su ciclo celular está regulado(V. 
Facchinetti et al. 2000). Posee diferentes dominios funcionales principales los cuales 
son: un dominio de enlace a ADN (DBD) conformado por 3 repeticiones en tándem, un 
domino de activación transcripcional (TAD) y un dominio de regulación negativa 
(NRD)(Takahashi et al. 1995).  

Se encuentra bien estudiado que C-Myb se enlaza de manera específica a 
((T/C)AAC(G/T)G(A/C/T)(A/C/T)), el cual fue nombrado como sitio I de enlace a MYB 
(MBSI), siendo más específicos ((T/C)AAC)) tiene contactos específicos con R3 y 
((G/T)G(A/C/T)(A/C/T)) tiene contactos específicos con R2. Adicionalmente, B-Myb la 
cual es expresada en células hematopoyéticas, células epiteliales y fibroblastos, al igual 
que C-Myb y A-Myb reconocen el sitio I de enlace a MYB (MBSI)(Prouse and Campbell 
2012).  

En particular, A-Myb presenta gran relevancia biológica puesto que, se encuentra 
involucrada en la regulación de la proliferación y/o diferenciación de células normales 
B, células de linfoma de Burkit(Valeria Facchinetti et al. 1997), infertilidad masculina, 
desarrollo anormal de la glándula mamaria y decrecimiento del estado físico. Además, 
se han realizado estudios sobre anomalías médicas específicas en las cuales se 
encuentra involucrada.  

1.2 Diseño experimental capítulos 2, 3, 4, 5  

En esta sección se realiza una descripción general de la metodología empleada 

para los capítulos 2, 3, 4 y 5.  
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1.2.1 Clonación de los péptidos 

1. El péptido Cl13 fue aislado directamente del veneno del alacrán Centruroides 

limpidus por el Dr. Olamendi Timoteo(Olamendi-Portugal et al. 2017).  

2. Para los extremos C y N-terminal de la escorpina (nombrados como C-escorpina 

y N-escorpina), los genes sintéticos optimizados para la expresión en Escherichia 

coli fueron producidos por GenScript utilizando la secuencia de aminoácidos 

reportada con el código de UniProt P56972(Conde, R., Zamudio, F. Z., Rodríguez, 

M. H., and Possani 2000) N-escorpina (aminoácidos 1-28) y C-escorpina 

(aminoácidos 29-85). Estas secuencias fueron clonadas en el vector de 

expresión pET32a para producir la proteína de fusión con un dominio de 

tiorredoxina, un 6-HisTag y un sitio de corte con TEV, este proceso fue 

desarrollado por el M.C Alland Colorado, egresado del posgrado en Ciencias 

Químicas de la UNAM. 

3. Para el péptido TcoKIK, el gen sintético optimizado para la expresión en E. coli 

fue producido por Epoch Life Science (Missouri City, TX, USA) basado en la 

secuencia de aminoácidos reportada con el código de UniProt Q0GY42 y clonado 

dentro del vector de expresión pET32a para producir la proteína de fusión con 
un dominio de tiorredoxina, un 6-HisTag y un sitio de corte con enteroquinasa. 

1.2.2 Obtención y purificación de los péptidos 

1. Para la obtención de Cl13 pura, se recolectaron escorpiones de la especie C. 

limpidus en Iguala (latitud 17.850, longitud 100.367) con permiso oficial de la 

SEMARNAT (número 004474/18), se llevaron al laboratorio y se les extrajo el 

veneno soluble, el cual fue fraccionado, como se describió 

previamente(Olamendi-Portugal et al. 2017). 

2. El protocolo de expresión y purificación para los péptidos recombinantes N-

escorpina y C- escorpina se encuentran descritos en la tesis de maestría del M.C 

Alland Colorado. Las condiciones de expresión y purificación se resumen en la 

tabla 1. 

3. El protocolo de expresión y purificación para la toxina TcoKIK se encuentran 

descritos en mi tesis de maestría. Las condiciones de expresión y purificación se 

resumen en la tabla 1. 

4. SCNTX fue expresada con marcaje isotópico 15N y 13C, y fue purificada por el Dr. 

Guillermo de la Rosa de la universidad de Toronto. 

Tabla 1. Condiciones de expresión y purificación optimizadas para la obtención de N-
escorpina, C-escorpina y TcoKIK. 

 

Péptidos 

Amortiguador 

de lisis 

Condiciones de digestión enzimática 
Programa 

de 

Gradiente 

cromatográfico 

 

Amortiguado

r 

Cantidad 

de enzima 

Tiempo y 

temperatura 

sonicación Tiempo 

(min) 

% 

ACN 
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N-escorpina 

y 

C-escorpina 

Tris-HCl 50 mM 

NaCl 300 mM 

pH 8.0 

Tris-HCl 50 

mM 

NaCl 300 mM 

MgCl2 5 mM 

DTT 0.25 mM 

glicerol 5% 

pH 8.0 

1.0 mg de 

TEV por 

cada 100 

mg de 

proteína 

de fusión 

16 h 

4ºC 

20 pulsos 

de 15 s ON 

con 60 W y 

35 s OFF 

45 
15-

90 

TcoKIK 

Tris-HCl 50 mM 

NaCl 300 mM 

imidazol 20 mM 

pH 8.0 

Tris-HCl 50 

mM 

NaCl 300 mM 

CaCl2 1 mM 

Triton 0.05% 

pH 8.0 

0,1 

unidades 

de 

Enteroci-

nasa por 

cada 1 mg 

de 

proteína 

de fusión 

12 h 

37 °C 

10 min 

pulsos de 

20 s ON con 

50 W; 40 s 

OFF 

0-3 12 

3.01-11 11 

11.01-27 27 

27.01-30 30 

1.2.3 Espectrometría de masas  

El peso molecular de Cl13 se obtuvo mediante espectrometría de masas usando 

un instrumento LCQFleet, de Thermo Fisher Inc, (San Diego, CA, EE. UU.).  

El peso molecular de los péptidos C-escorpina, N-escorpina y TcoKIK se 

obtuvieron mediante espectrometría de masas MALDI-TOF usando una matriz de ácido 

α-ciano-4-hidroxicinámico disuelta en agua desionizada con 0.05% TFA y 15% de 

acetonitrilo en un instrumento Bruker Daltonics Microflex LT. Se utilizó el modo lineal. 

1.2.4 Resonancia magnética nuclear 

Los experimentos de RMN para la Cl13 se adquirieron en un espectrómetro 

Avance NEO de 800 MHz (Bruker Biospin, Billerica, MA, EE. UU.) con un campo 

magnético de 18.1 T y en un espectrómetro Avance III HD de 600 MHz con un campo 

magnético de 14.1 T. Mientras que, para N-terminal, C-terminal, TcoKIK y SCNTX fueron 

adquiridos en un espectrómetro Daltonics de 700 MHz (Bruker Biospin, Billerica, MA, 

EE. UU.) Con un campo magnético de 16.4 Tesla a 298 K. 

La muestra liofilizada de Cl13 se disolvió en un amortiguador de acetato 20 mM, 

D2O al 10% pH 5 (Euriso-Top, Saclay, Francia) hasta una concentración final de 2.8 mM, 

mientras que, las muestras liofilizadas de N-escorpina y C-escorpina se disolvieron en 

D2O al 3.0% v/v (Cambridge Isotopes Laboratories, Tewksbury, MA, EE.UU.) en agua 

desionizada, mientras que TcoKIK fue disuelta en PBS pH 7.5, hasta una concentración 

de proteína final de 5.0 mM para N- y C-escorpina y 1.2 mM para TcoKIK. Se añadió 50% 

de TFE deuterado a la muestra N-terminal. Para la identificación de los sistemas de 

espín y la asignación secuencial, se registraron los siguientes experimentos 
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homonucleares de RMN 2D: (a) TOCSY(Griesinger et al. 1988) usando un esquema de 

pulso MLEV-17 con un período de mezcla isotrópico de 80 ms o 20 ms(Levitt, Freeman, 

and Frenkiel 1982; Bax and Davis 1985), (b) COSY filtrado cuántico doble 

(DQFCOSY)(Piantini, Sørensen, and Ernst 1982; Rance et al. 1983) y (c) NOESY(States, 

Haberkorn, and Ruben 1982) espectros de efecto nuclear Overhauser. Los espectros 

NOESY se adquirieron con tiempos de mezclado para Cl13 de 100,150 y 250 ms; para 

N-escorpina, C-escorpina, TcoKIK y SCNTX de 150 y 250 ms. Por otro lado,  la supresión 

de agua se logró mediante ecos de espín de gradiente de campo pulsado doble 

(DPFGSE)(Hwang and Shaka 1995; Dalvit et al. 1991). La asignación de las señales 

correspondientes a los protones de los péptidos se logró mediante el método estándar 

desarrollado por Wüthrich(Kurt Wüthrich 1986).  

Para Cl13, N-escorpina, C-escorpina y SCNTX, las constantes de acoplamiento de 

HN-Hα se midieron utilizando el método de duplicación J modificado en el dominio de 

la frecuencia(Delrioportilla, Blechta, and Freeman 1994; Garza-García, Ponzanelli-

Velázquez, and del Río-Portilla F 2001) del espectro 2D-TOCSY. Para satisfacer el 

requisito del método de duplicación J, el experimento TOCSY se volvió a transformar 

utilizando 1024 X 65.536 puntos complejos para tener una resolución de 0.20 Hz / 

punto para cada traza utilizada. 

Adicionalmente, para Cl13, se llevaron a cabo experimentos heteronucleares 

bidimensionales a 800 MHz y 308 K, concretamente 15N HSQC, 13C HSQC editado por 

Multiplicidad, 13C HSQC-TOCSY y 13C HMBC, para respaldar las asignaciones de 

protones(Medvedeva et al. 1993). Mientras que, para SCNTX se emplearon también los 

experimentos heteronucleares tridimensionales HNCA, HNCACB, HNCO, CC(CO)NH y 

H(CCO)NH.  Se utilizaron asignaciones de desplazamiento químico 13C y 15N para 

obtener ángulos Phi y Psi utilizando el servidor web TalosN(Shen and Bax 2013). 

1.2.5 Cálculo estructural 

Las restricciones de distancia empleadas para los cálculos estructurales fueron 

obtenidas a partir de los espectros homonucleares 1H-1H NOESY adquiridos a 308 K 

para Cl13 y a 298 K para C-escorpina, N-escorpina, TcoKIK y SCNTX con 150 ms de 

tiempo de mezclado. Los resultados experimentales obtenidos mediante resonancia 

magnética nuclear fueron procesados con el software NMRPipe(Delaglio et al. 1995). 

La identificación de los sistemas de espín, el “peak picking” y las asignaciones de 

restricciones de distancia derivadas de NOE se realizaron en CARA 1.5(Keller 2004). 

Los cálculos estructurales fueron llevados a cabo utilizando CYANA 2.1(Downing and 

Güntert 2004) con una tolerancia en el desplazamiento químico entre 0.02 y 0.015 ppm. 

A continuación, se seleccionaron los 20 modelos de menor energía sin violaciones de 

restricción de 500 estructuras, los cuales fueron minimizados y afinados mediante 
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cálculos de dinámica molecular con AMBER 9 utilizando el protocolo descrito por 

Gurrola et al., 2012(Gurrola et al. 2012). Los modelos estructurales afinados de los 

péptidos Cl13, N-escorpina, C-escorpina, TcoKIK y SCNTX fueron validados y 

depositados en el Protein Data Bank y en el Biological Magnetic Resonance Bank (Tabla 

2). Las estructuras fueron analizadas y graficadas con UCSF Chimera(Pettersen EF, 

Goddard TD, Huang CC, Couch GS, Greenblatt DM, Meng EC 2004) y Pymol(“The PyMOL 

Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, LLC.,” n.d.).  

Tabla 2. Códigos PDB y BMRB correspondientes al depósito de las estructuras obtenidas 
mediante RMN. 

Péptido  PDB BMRB 

Cl13 6VXW 30727 

N-escorpina 7M1E 30879 

C-escorpina 7M1D 30878 

TcoKIK 7LGL 30846 

SCNTX 7LUW  30867 

 

1.3 Diseño experimental capítulo 6 
 

La secuencia de aminoácidos para cada uno de los 5 dominios requeridos en este 

proyecto se enlista a continuación: 

 

• Dominio R2 de A-Myb (90-141): 52 aminoácidos 

LIKGPWTKEEDQRVIELVQKYGPKRWSLIAKHLKGRIGKQCRERWHNHLNPE 

 

• Dominio R3 de A-Myb (142-193): 51 aminoácidos 

VKKSSWTEEEDRIIYEAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDNSIKNHWNSTMRRK 

 

• Dominio de transactivación (TAD) de A-Myb (218-319): 101 aminoácidos  

MQTQNQFYIPVQIPGYQYVSPEGNCIEHVQPTSAFIQQPFIDEDPDKEKKIKELEMLL

MSAENEVRRKRIPSQPGSFSSWSGSFLMDDNMSNTLNSLDEHTS 

 

• Dominio KIX de CBP (587-673): 87 aminoácidos 

GVRKGWHEHVTQDLRSHLVHKLVQAIFPTPDPAALKDRRMENLVAYAKKVEGDM

YESANSRDEYYHLLAEKIYKIQKELEEKRRSRL 

 

• Dominio COM (DOMINIO R2+DOMINIO R3+DOMINIO DE TRANSACTIVACIÓN): 

235 aminoácidos 
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LIKGPWTKEEDQRVIELVQKYGPKRWSLIAKHLKGRIGKQCRERWHNHLNPEVKKS

SWTEEEDRIIYEAHKRLGNRWAEIAKLLPGRTDNSIKNHWNSTMRRKVEQEGYLQ

DGIKSERSSSKLQHKPCAAMDHMQTQNQFYIPVQIPGYQYVSPEGNCIEHVQPTSAFI

QQPFIDEDPDKEKKIKELEMLLMSAENEVRRKRIPSQPGSFSSWSGSFLMDDNMSN

TLNSLDEHTS 

1.3.1 Clonación de los péptidos 

Los genes sintéticos de cada uno de los dominios fueron optimizados para la 

expresión en E. coli y producidos por GenScript© basado en la secuencia de 

aminoácidos reportada para A-Myb de humano con el código UniProt P10243 (con base 

en la secuencia de aminoácidos para cada dominio) y clonados dentro del vector de 

expresión pET28a para producir la proteína de fusión con un 6-HisTag en el N-terminal 

y un sitio de corte con trombina, adicional a esto se adicionó un sitio de corte con TEV 

previo a la secuencia de cada dominio. 

1.3.2 Expresión y purificación de los péptidos 

Inicialmente se optimizaron las condiciones de expresión en medio LB para cada 

uno de los dominios (Tabla 3). El proceso para la expresión de cada dominio fue el 

siguiente. Inicialmente, se realizó una nueva transformación en la línea celular 

optimizada para cada dominio, las células transformadas se sembraron en una caja de 

LB con los antibióticos apropiados y se incubaron a 37 °C por 16 h. A continuación, a 

partir de una colonia, se dejó un preinóculo toda la noche a 37 °C con agitación 

constante de 200 rpm. Luego de 14 h se agregó 50 mL del preinóculo en 1 L de medio 

LB (con los antibióticos correspondientes), este se dejó en agitación constante a 37 °C 

hasta llegar a una densidad óptica de 0.7. Consecuentemente se agregó IPTG a 0,5 mM 

con el fin de inducir la expresión de proteína, la cual se realizó durante el tiempo 

optimizado para cada dominio. Adicional a esto, también se optimizaron las 

condiciones de expresión en medio M9 con el fin de poder realizar marcaje isotópico 

(Tabla 3).  

Tabla 3. Condiciones de expresión optimizadas para cada uno de los dominios. 

6 HIS-TAG 

(HHHHHH) 

SITIO CORTE 

TROMBINA (LVPRGS) 

SITIO CORTE 

TEV (ENLYFG) 

SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS DE CADA 

DOMINIO 

Ilustración 1. Esquema de la proteína de fusión obtenida para cada uno de los 
dominios en estudio. 
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Las células fueron recolectadas por centrifugación a 6000 rpm por 5 minutos, el 

paquete celular fue resuspendido en amortiguador de lisis correspondiente (Tabla 4), 

continuando con la lisis celular mediante sonicación. El extracto celular fue purificado 

inicialmente mediante cromatografía de afinidad metal quelato empleando una 

columna HiTrap® HP 5 mL. Los dominios que fueron extraídos con urea, fueron 

replegados por dilución, diluyendo la concentración de urea en el medio muy 

lentamente. Para el siguiente paso de purificación, se optimizaron las condiciones para 

cada uno de los dominios, las cuales se presentan resumidas en la tabla 4. Para la 

purificación de KIX mediante cromatografía líquida de alta eficiencia en fase reversa 

(RP-HPLC), se realizó en el equipo ProStar Varían, el cual está equipado con un sistema 

de disolventes con gradiente binario. Se empleó una columna Jupiter® 4μ Proteo 90A 

C12 de 250 mm de largo y 4.6 mm de diámetro interno. Para este paso, se optimizó el 

gradiente de H2O/ ACN (0,05% TFA), iniciando a una concentración de 15% de ACN, 

con un incremento lineal hasta 75% de ACN en 20 minutos. Para la purificación 

mediante intercambio catiónico y aniónico se empleó una columna HiTrap® Q FF 1 mL 

y una HiTrap® SP FF 1 mL. En ambos casos se empleó un gradiente lineal 

incrementando la concentración de 100 mM- 1M de NaCl en 20 volúmenes de columna. 

Tabla 4. Condiciones de purificación optimizadas para cada uno de los dominios. 

DOMINIO CEPA ÓPTIMA DE 

EXPRESIÓN EN 

MEDIO LB 

CEPA ÓPTIMA DE 

EXPRESIÓN EN 

MEDIO M9 

TIEMPO ÓPTIMO 

DE EXPRESIÓN A 37 

°C 

R2 BL21 DE3 BL21 DE3 6 h 

R3 Rosetta Rosetta 5 h 

TAD Rosetta Rosetta 4 h 

COM Rosetta BL21 DE3 5 h 

KIX Rosetta Rosetta 5 h 
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1.3.3 Determinación estructural por dicroísmo circular (DC) 

Los espectros de dicroísmo circular en el UV lejano de los dominios R2, R3, TAD, 

KIX y COM se determinaron en el Laboratorio de Espectroscopia y polarimetría (LEP) 

del Instituto de Química de la UNAM. Se empleó un espectropolarímetro Jasco J-1500 

con una celda de paso óptico de 0.1 cm, las muestras se encontraban en PBS 1X a una 

concentración de 0.2 mg/mL. Adicional a esto, se realizaron barridos de temperatura 

para los dominios R2, R3, TAD y KIX calentando desde 25-95 °C y detectando a la 

longitud de onda en la cual se observó un mínimo característico.  

1.3.4 EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) 

Los experimentos EMSA se llevaron a cabo en colaboración con la Dra. Elisa 

Azuara en la UACM con el fin de observar la interacción de los dominios R2, R3 y COM 

con el gen TOM-1A (5’ CAATCCTTAACGGACTGAGG 3’) obtenido por la empresa 

GenScript®, el cual fue marcado con 32P para facilitar su detección empleando el kit 

QIAquick Cat. N. 28304 y T4 Polynucleotide Kinase EK00131. Para cada uno de los 

dominios se prepararon 4 reacciones diferentes. Cada reacción contenía 20 L del 

amortiguador de enlace 2X, 0,5 ng de TOM-1A, y se varió la concentración para COM 

(0.60; 1.2; 3 y 6 g), R2 (0.5; 0.75;1 y 1.5 g) y R3 (0.60; 1.2; 3 y 6 g). Por último, se 

llevó cada reacción a un volumen final de 40con agua. A continuación, se incubaron en 

hielo cada una de las reacciones por 30 minutos y se corrieron en un gel de 

poliacrilamida al 6%. 

1.3.5 Caracterización preliminar mediante ITC (Isothermal titration calorimetry) 

y termoforesis 

Los experimentos de ITC fueron realizados en colaboración con el Dr. Homero 

Gómez Velasco en el Instituto de Química de la UNAM. Mediante ITC se estudió la 

interacción de TOM-1A con R2 y de KIX con TAD de la siguiente manera. inicialmente 

los dominios en estudio junto con su respectivo ligando fueron dializados 

exhaustivamente, utilizando PBS 1X. Todas las muestras se desgasificaron por 10 min 

DOMINIO LISIS PURIFICACIÓN REPLEGAMIENTO 
INTERCAMBIO 

IÓNICO 
RP- HPLC 

R2 PBS pH:6.5 PBS+1mM DTT No aplica 
Intercambio 

catiónico 
 

R3 PBS pH:6.5 PBS No aplica 
Intercambio 

catiónico 
 

TAD 
PBS+3M 

UREA pH:8 
PBS+1 mM DTT POR DILUCIÓN No se retiene C4 

COM 
PBS+3M 

UREA pH:6.5 
PBS+1 mM DTT POR DILUCIÓN 

Intercambio 

catiónico pH 7.5 se 

retiene poco 

No se 

retiene 

KIX 
PBS+1,5M 

UREA pH:6.5 
PBS POR DILUCIÓN 

Intercambio 

catiónico 
C12 
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previos a los experimentos. Las mediciones por ITC se hicieron a 298 K utilizando un 

instrumento MicroCal™ ITC200 (GE Healthcare, Northampton, MA, USA). Los dominios 

TOM-1A (10.043 µM) y KIX (11.4 µM) se colocaron en la celda de reacción y los ligandos 

R2 (200,44 µM) y TAD (86.9 µM) en la jeringa. El programa de titulación consistió en 

18 inyecciones (2 µl cada una) consecutivas del ligando con un intervalo de 250 s entre 

inyecciones, usando una velocidad de agitación de 750 rpm. El cambio de entalpía (∆H), 

la constante de unión (KU) y la estequiometría de reacción (n) fueron estimados de la 

isoterma de titulación usando el programa MicroCal Origin v7. 

Para estudiar la interacción del dominio R3 con el gen TOM-1A, el dominio R3 

fue marcado con el Kit proporcionado por NanoTemper Technologies. El tinte rojo 

fluorescente NT-647 se acopló mediante especificidad de la etiqueta de histidinas (His-

tag). 

En este experimento de MST, se mantuvo constante la concentración de R3 

marcado con NT-647 a 50 nM, mientras que la concentración de Tom1A no marcado se 

varió entre 7.5 µM y 0.2 nM. El ensayo se realizó en PBS 1X. Después de una breve 

incubación, las muestras se cargaron en capilares premium Monolith ™ NT.115 y se 

realizó el análisis MST utilizando un Monolith NT.115. 

1.3.6 Caracterización estructural por resonancia magnética nuclear 1D 

Para la caracterización estructural por RMN, la muestra se preparó disolviendo 

0.6 mg de los dominios recombinantes R2, R3 y KIX en 275 µL de 95/5 % de H2O/D2O. 

Se adquirieron los experimentos de 1H en un equipo Bruker de 700 MHz a 25°C, 

empleando la supresión del agua DPFGSE. 

1.3.7 Caracterización por espectrometría de masas 
 

La caracterización inicial del dominio KIX se llevó a cabo mediante espectrometría de masas 

MALDI-TOF en un equipo Bruker Daltonics en el laboratorio de servicios analíticos del Instituto 

de Química UNAM. Las muestras se prepararon tomando 1 μL de lo colectado tras la 

purificación por RP‐HPLC y haciendo diluciones 1:10 con la matriz, ácido 4‐hidroxi‐α‐ciano‐

cinámico, en una mezcla H2O‐ACN 2:1 con 0.05% de ácido trifluoroacético.  
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CAPITULO 2. Estructura tridimensional del péptido tóxico Cl13 del 

alacrán Centruroides limpidus. 

2.1 INTRODUCCIÓN 

En México actualmente, se presentan un gran número de picaduras de alacrán 

en humanos(Chippaux and Goyffon 2008), con alrededor de 300000 personas picadas 

por año(Secretaria de Salud 2015). Adicionalmente, México también alberga la mayor 

biodiversidad de especies de alacranes en el mundo, con 289 especies reportadas hasta 

ahora(Santibáñez-López et al. 2015) de las que 21 de estas son consideradas peligrosas 

para los seres humanos(González-Santillán and Possani 2018).  

Centruroides limpidus, es probablemente una de las especies más importantes 

en México, se encuentra ampliamente distribuida en los estados de Morelos, Guerrero, 

México y Michoacán, así como también, se han realizado varios estudios de su 

veneno(Alagón et al. 1988; Lebreton et al. 1994; Dehesa-Dávila et al. 1996; Riaño-

Umbarila et al. 2013; Cid-Uribe et al. 2019). Inicialmente, se reportaron dos péptidos 

tóxicos capaces de afectar el funcionamiento de canales de sodio(Possani et al. 1999), 

los cuales fueron Cll1 (Ramírez et al., 1994) y Cll2 (Dehesa-Dávila et al. 1996). También, 

en estudios recientes, se han desarrollado fragmentos de anticuerpos humanos capaces 

de proteger contra toxinas de esta especie y de otros géneros de Centruroides presentes 

en México(Riaño-Umbarila et al. 2016; 2019). En uno de ellos se demostró que un 

anticuerpo monocatenario (LR) dirigido contra la toxina Cn2 del alacrán (C. noxius), era 

capaz de neutralizar el veneno completo de esta especie(Riaño-Umbarila et al. 2011). 

Lo cual también fue observado para el anticuerpo monocatenario de origen humano 

(10FG2), el cual mostró ser capaz de neutralizar completamente las toxinas Cll1 y 

Cll2(Riaño-Umbarila et al. 2019). Sin embargo, se observó que una mezcla de estos 

anticuerpos no fue capaz de proteger completamente contra el veneno de C. limpidus, 

contrario a lo que se observó para la toxina Cn2(López-Giraldo et al. 2020). Por tanto, 

se continuaron haciendo estudios de caracterización de los componentes del veneno de 

C. limpidus, para lo cual se encontró un componente menor, denominado Cl13, el cual 

demostró ser muy tóxico sobre ratón.  

Este péptido fue aislado, secuenciado, caracterizado fisiológicamente y 

publicado(Olamendi-Portugal et al. 2017). Para los dos anticuerpos monocatenarios 

que reconocen Cll1 y Cll2, se identificaron los epítopos de la toxina reconocidos por los 

fragmentos de anticuerpo. Dado que la similitud de la secuencia de aminoácidos de Cl13 

en comparación con la de Cll1 y Cll2 es más del 70%, encontramos la necesidad de un 

mayor conocimiento de sus estructuras 3D. Por esta razón se llevó a cabo la 
determinación de la estructura tridimensional de Cl13. 
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2.2 HIPÓTESIS 

La estructura tridimensional de la toxina Cl13 nos permitirá obtener información 

estructural relacionada con la interacción con anticuerpos monocatenarios para la 

neutralización del veneno de la especie Centruroides limpidus. 

2.3 OBJETIVOS 

2.3.1 OBJETIVO GENERAL 

Obtener la estructura tridimensional de menor energía de la toxina nativa Cl13 

empleando RMN 2D y 3D en disolución. 

2.3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Procesar los espectros de RMN necesarios para la caracterización estructural. 

• Interpretar los experimentos multidimensionales de RMN. 

• Asignar todos los sistemas de espín en los espectros de RMN. 

• Obtener la estructura tridimensional experimental de menor energía para la 

Cl13 nativa. 

• Afinar mediante dinámica molecular las 20 estructuras de menor energía 

obtenidas.  

• Realizar un análisis estructural y comparar con toxinas similares reportadas. 

• Obtener información estructural del mecanismo empleado por la Cl13 para 

llevar a cabo su función biológica. 

2.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El veneno soluble de del escorpión C. limpidus fue fraccionado por el Dr. 

Olamendi para la obtención de CL13 pura, estos resultados se encuentran previamente 

reportados(Olamendi-Portugal et al. 2017). A partir de los espectros adquiridos por la 

Dra. Muriel Delepierre, se realizó la asignación secuencial de la toxina Cl13 de acuerdo 

al procedimiento estándar propuesto por Wüthrich(K. Wüthrich 2015). Los espectros 

NOESY de 150 ms de tiempo de mezclado y TOCSY de 80 ms (Fig. 1) permitieron la 

identificación de los 66 sistemas de espín de todos los residuos de aminoácidos debido 

a que presentaron una buena dispersión de señales. La estructura tridimensional de la 

toxina Cl13 (Fig. 2) se obtuvo a partir de 2,144 NOEs asignados fuera de la diagonal, de 

los cuales 280 son NOEs de larga distancia |i-j |>= 5, 139 son NOEs de mediana distancia 

1 <|i-j|< 5 y 1,725 son NOEs de corta distancia |i-j|<= 1 (Figura 3). Adicional a esto, se 

usaron 67 restricciones de ángulos obtenidas a partir de los desplazamientos químicos 

de 15N y 13C principalmente usando TalosN y 48 constantes de acoplamiento HN-H.  
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Figura 1. Espectros de RMN de Cl13. En color fucsia se muestra el espectro NOESY de 150 
ms y en azul el TOCSY de 80 ms adquiridos en un espectrómetro Avance NEO de 800 MHz 
(Bruker Biospin, Billerica, MA, EE. UU.) con un campo magnético de 18,1 T. Las señales 
correspondientes a correlaciones HN-HN se encuentran dentro del recuadro amarillo. Las 
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señales correspondientes a las correlaciones HN con los protones de la cadena lateral se 
encuentran dentro del recuadro verde. 

En la figura 2A se observa la estructura tridimensional de Cl13, la cual presenta 

una hélice-α (Asp23- Tyr33), una hoja-b antiparalela de 3 hebras (Glu2-Tyr4, Ala45-

Leu49 y His38-Tyr42), tres giros (β1-α1, α1- β2 and β2-β3) y cuatro enlaces disulfuro. 

La figura 2B muestra la sobreposición de las 20 estructuras de menor energía. El RMSD 

de la cadena principal fue de 0.46 y considerando los átomos pesados, el RMSD fue de 

0.90.  

 

Figura 2. A) Estructura de menor energía obtenida para la Cl13 mediante RMN en 
solución, los enlaces disulfuro se muestran en color amarillo. B) Sobreposición de las 20 
estructuras de menor energía obtenidas para la Cl13. 
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Figura 3. NOEs utilizados en el cálculo estructural de la toxina Cl13. Las líneas gruesas, 
medianas y delgadas corresponden a NOEs de corta, mediana y larga distancia. Es posible 
observar el elemento de estructura secundaria hélice-a entre los residuos Asp23-Tyr33 y 
una hoja- antiparalela de doble hebra (His38-Tyr42 y Ala45-Leu49).   

Se realizaron dos cálculos estructurales diferentes para definir la conexión de 

los enlaces disulfuro: El primero, sin restricciones para la conexión de las cisteínas y el 

segundo, con las restricciones (C1–C8, C2–C5, C3–C6, y C4–C7) con base en la estructura 

primaria. Los dos cálculos convergen a estructuras terciarias similares (Figura 4). Las 

restricciones usadas para la conexión de enlaces disulfuro fueron observadas mediante 

RMN. Puesto que, se observaron NOEs entre Hβi-Hβj y Hαi-Hβj de las cisteínas presentes 

en cada enlace disulfuro. En la figura 5 se muestra la correlación NOE entre la Cys29Hb 

y Cys48Hb, para lo cual se observó que no existe traslape de señales en esta región, lo 

cual permitió una clara interpretación.  
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Ambos cálculos estructurales (con y sin restricciones de enlace disulfuro) junto 

con los NOEs indican que las cisteínas involucradas se encuentran cercanas y 

probablemente se encuentren formando un enlace disulfuro. Adicional a esto, se 

observaron NOEs en las regiones (Cys16-Cys41, Cys25-Cys46 y Cys65-Cys12) (ver 

anexo 2). Teniendo en cuenta estos resultados y considerando que la conexión de 

enlaces disulfuro es similar a otras -toxinas para las cuales la estructura ya se conoce, 

decidimos agregar estas restricciones al cálculo.  

Figura 4. Sobreposición de la estructura 
tridimensional de la Cl13 con (azul) y sin (rosa) 
restricciones de enlace disulfuro. 
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Figura 5. Región H-H de la correlación de enlace disulfuro entre Cys29-Cys48 en el 
espectro NOESY 2D de la Cl13 de 150 ms de tiempo de mezclado, 308 K. pH5, la 
concentración de la toxina fue 2.8 mM; las asignaciones se resaltan en color negro. 
NMRFAM-SPARKY software(Lee, Tonelli, and Markley 2015). 

La figura 6 muestra la sobreposición de la estructura de la cadena principal para 

Cn2, Css2 y Cl13. Todas estas toxinas presentan un plegamiento con un motivo 

estructural CS /. 

 
Figura 6. Comparación estructural entre Cn2 (rosa), Css2 (verde) y Cl13 (azul) en donde 
se puede observar que todas las toxinas tienen estructura similar. Para una mejor 
comparación visual nosotros eliminamos el His-tag para la Css2. El puntaje TM calculado 
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(TMscore) de Cn2 y Css2 (con His-tag) con respecto a Cl13 fue de 0.67 y 0.12 
respectivamente, el valor bajo para la Css2 se da debido a que este posee un Histag 
adicional que no es comparable con las otras dos estructuras. Las diferencias en actividad 
podrían ser debido a la posición de diferentes aminoácidos específicos. El RMSD para Cl13, 
Cn2 y Css2 es de 0.46 A, 1.38 A y 1.52 A respectivamente. 

Debido a la alta homología en secuencia primaria de la Cl13 con Css2 (78.5 %)de 

Centruroides suffusus suffusus(Saucedo et al. 2012) y Cn2 (80%) de Centruroides noxius 

Hoffmann(Pintar, Possani, and Delepierre 1999)(Fig. 6) Las cuales también son toxinas 

de alacrán del grupo beta, se realizó una comparación de sus estructuras 

tridimensionales obtenidas mediante RMN con la estructura de menor energía obtenida 

para la Cl13 (Figura 6). Cabe resaltar que, todas estas toxinas son tóxicas sobre 

mamífero, sin embargo, mientras Cl13 y Css2 presentan actividad alta sobre el canal 

hNav1.5(Olamendi-Portugal et al. 2017; Schiavon et al. 2006), Cn2 presenta actividad 

alta sobre canales hNav1.6.  

El alineamiento mostrado en la figura 7B resalta en rojo los aminoácidos 

reconocidos en la Cn2 por scFv LR y resalta en azul los reconocidos por scFv 10FG2, los 

cuales son fragmentos de anticuerpos de cadena sencilla capaces de neutralizar varias 

toxinas de venenos mexicanos llamados LR y 10FG2. En la toxina Cl13, los aminoácidos 

que difieren entre Cn2 y Cl13 son resaltados en negrita con respecto a la secuencia de 

la toxina Cn2, Fig. 7B. Estas diferencias coinciden con sitios importantes de anclaje del 

LR scFv en la toxina Cn2, debido a los contactos formados con Glu15(Canul-Tec et al. 

2011). De la misma manera, scFv 10FG2 tiene un anclaje importante con los residuos 

Gln31 y Glu32 de Cn2(Riaño-Umbarila et al. 2019), los cuales son aminoácidos 

diferentes en la Cl13 (Leu31 y Arg31) por lo tanto, estas interacciones podrían no ser 

establecidas. 
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Figura 7. A) Alineación de secuencia de las toxinas beta Cl13, Cn2, Css2, Cll1, Cll2 y CsEv2. 
La región de la hoja  está coloreada en azul y la hélice  en rojo. Los enlaces disulfuro 
están marcados como C1-C8, C2-C5, C3-C6 y C4-C7. Las estructuras secundarias se 
determinaron mediante el software Chimera. Cll1 y Cll2 aún no tienen sus estructuras 3D 
informadas. El asterisco (*), los dos puntos (:) y el punto (.) Indican residuos de 
aminoácidos idénticos, sustitución conservada y sustituciones semi conservadas en todas 
las secuencias utilizadas en el alineamiento, respectivamente. A continuación, se muestra 
la conectividad de los enlaces disulfuro. Esta alineación se realizó con el servidor T-coffee 
y el TM score. B) Alineamiento secuencial de la Cn2 y Cl13 se resaltan los aminoácidos 
reconocidos en la Cn2 por scFv LR en triángulos rojos y los reconocidos por scFv 10FG2 en 
triángulos azules. Los aminoácidos diferentes encontrados en la toxina Cl13 con respecto 
a Cn2 están resaltados en negrita.  

La identidad en secuencia primaria para las toxinas mostradas en la Figura 7 es 

mayor que el 56% (78% con Cn2 y 56.9% con Css2). Las estructuras tridimensionales 

difieren en regiones limitadas (Figura 6). De acuerdo con el alineamiento secuencial de 

las toxinas Cl13, Cn2, Css2 y CsEv2 se observa un alto porcentaje de identidad, el cual 

correlaciona con las estructuras tridimensionales conservadas reportadas en el PDB, 

las cuales comparten el plegamiento típico CS /. El TM score, el cual es un parámetro 

métrico que nos permite comparar estructuras tridimensionales, siendo 1 el máximo 

valor para cuando dos estructuras son idénticas, este parámetro calculado para Cl13 y 

Cn2 fue de 0.67, indicando que existe una alta similitud entre estas dos estructuras y 

que comparten el mismo plegamiento (Figura 7). Las principales diferencias 

encontradas entre estas toxinas se encuentran en la longitud de los segmentos de 

aminoácidos, los cuales forman los elementos de estructura secundaria. Sin embargo, 

el alineamiento entre Cl13 y Css2 produce resultados muy diferentes, debido a la 

presencia de algunos aminoácidos adicionales en la Css2; lo cual da como resultado un 

valor bajo para el TM score, a pesar de que estas estructuras se ven muy similares 

(Figura 6).  
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Previamente, fue descrito por Lior Cohen et al(Cohen et al. 2005) Las 

características comunes en la superficie funcional de las toxinas beta de alacrán, en 

donde se resalta el papel de algunos aminoácidos hidrofóbicos para la toxina Css4, en 

su interacción con el receptor del sitio 4 del canal de sodio. Algunos de estos residuos 

se encuentran conservados en la superficie hidrofóbica de Cl13, Cn2 y Css2 como se 

muestra en la figura 8. El parche hidrofóbico más grande se encuentra formado por los 

aminoácidos Ala17, Leu19 y Phe44, los cuales se encuentran conservados en las 3 

toxinas. Este parche hidrofóbico se encuentra situado en el giro precediendo la hélice. 

Los dos aminoácidos Ala17 y Leu19 se encuentran también conservados en uno de los 

parches hidrofóbicos presentes en la Css4, el cual es un segmento importante para la 

función de la Css4. Esto fue demostrado previamente introduciendo algunas 

mutaciones puntuales en Css4(Cohen et al. 2005).  

 

 
Figura 8. Las superficies de hidrofobicidad para A) Cl13, B) Css2 and C) Cn2 fueron 
calculadas usando UCSF Chimera(Pettersen EF, Goddard TD, Huang CC, Couch GS, 
Greenblatt DM, Meng EC 2004). Las superficies fueron coloreadas de acuerdo con la 
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escala de tres colores, donde la región polar se encuentra en azul, la región neutra en 
blanco y la región hidrofóbica en color naranja. 

Previamente, se realizaron estudios de mutagénesis y neutralización 

monoclonal de anticuerpos, que mostraron la relevancia de His64  de la AaH2 en la 

modulación del canal Nav; la cual ayuda a guiar la toxina dentro de una posición de 

enlace estable(Clairfeuille et al. 2019). Para las toxinas Cl13 y Cn2, en esta posición, se 

encuentra la Arg 64, la cual forma un parche positivo en el extremo C-terminal junto 

con la Lys63. Para Cn2, este parche se encuentra menos conservado y se encuentra 

formado por la Lys63 y la Pro61 (Fig.9). Adicional a esto, el residuo Glu15 en Cn2, 

reemplazado en Cl13 por Thr15, se conoce que juega un papel importante en la 

actividad de toxinas  en términos de toxicidad (IZHAR et al. 2004; Schiavon et al. 

2012). En la figura 9 se puede observar que tanto en Cn2 como en Cl13 estos 

aminoácidos se encuentran expuestos, sin embargo, la superficie cargada 

negativamente en esta zona es diferente, puesto que Cl13 muestra una gran región 

cargada negativamente en comparación con Cn2 y Css2. Estas diferencias clave entre 

Cn2 y Cl13 podrían explicar la falta de interacción entre scFv y la toxina Cl13 
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Figura 9. Comparación entre las superficies culómbicas de A) Cl13, B) Cn2 y C) Css2. Las 
regions cargadas positivamente se muestran en azul, y las cargadas negativamente en 
rojo. 

Cabe recordar que, los anticuerpos de cadena simple de humano tienen la 

capacidad de neutralizar a Cl11 y Cl12; dos toxinas beta(Riaño-Umbarila et al. 2005) y 

una mezcla de estos dos fragmentos de anticuerpos no son capaces de proteger 

completamente del veneno completo soluble de C. limpidus, contrario a lo que ocurre 

con la toxina Cn2 de C. noxius. Por esta razón el componente menor fue aislado, 

secuenciado y caracterizado fisiológicamente(Olamendi-Portugal et al. 2017). El cual es 

muy tóxico sobre ratón. Cl13 es uno de los componentes más tóxicos que han sido 

estudiados junto con Cn2; lo cual sugiere qué hay otros residuos en la toxina que 

contribuyen en la interacción y alteración del funcionamiento de los canales de sodio 

previamente mencionados.  



33 
 

Este estudio muestra que, la estructura tridimensional de la Cl13 es muy similar 

a las estructuras de la Cn2 y Css2. También sugiere que las estructuras de la Cl11 y Cl12, 

para las cuales no se conoce aún su estructura tridimensional, son similares a la de Cl13 

teniendo en cuenta la alta similitud en estructura primaria que existe entre estas 

toxinas, (Figura 7). Como se reportó previamente(Olamendi-Portugal et al. 2017), las 

tres posiciones llamadas 7-9, 30-38 y 62-66, para las que se ha reportado que son 

diferentes en la Cl13 comparado con las dos toxinas Cl11 y Cl12, podrían ser 

responsables de la falta de eficiencia de los anticuerpos de cadena sencilla para 

neutralizar estas regiones: 7-9, 30-38 y 62-66.  

2.5 CONCLUSIÓN 

Se realizó la asignación de los desplazamientos químicos de todos los protones 

y se obtuvo la estructura tridimensional de la toxina Cl13 nativa, la cual mostró un 

motivo estructural / estabilizado por cisteínas (CS /) comúnmente encontrado en 

las toxinas-beta bloqueadoras de canales de sodio. La comparación estructural entre 

Cl13, Cn2 y Css2 muestra que, las tres toxinas beta bloqueadoras de canales de sodio; 

activas sobre mamíferos comparten una estructura y superficie hidrofóbica similar, así 

como también, algunas regiones positivas conservadas junto con una gran región 

negativa para la Cl13, lo cual sugiere que la actividad de estas proteínas estabilizadas 

por enlaces disulfuro se encuentra regulada por diferentes interfaces de interacción. De 

hecho, los tres tramos ya señalados, así como la naturaleza del residuo en la posición 

15, que para la Cl13 es Thr, mientras que en las otras toxinas es Glu, podrían ser 

responsables de la falta de eficiencia de los anticuerpos protectores de cadena sencilla 

para la neutralización total de toxinas del veneno Centruroides limpidus. 

Los resultados correspondientes a este proyecto se encuentran publicados en: 

López-Giraldo, A. E. et al. (2020) ‘The three-dimensional structure of the toxic peptide 

Cl13 from the scorpion Centruroides limpidus’, Toxicon : official journal of the 

International Society on Toxinology, 184(June), pp. 158–166. doi: 

10.1016/j.toxicon.2020.06.011. 

CAPITULO 3. Caracterización estructural mediante resonancia 

magnética nuclear del extremo N-terminal y C-terminal de la 

escorpina proveniente del alacrán Pandinus imperator. 

3.1 INTRODUCCIÓN 

Los péptidos activos provenientes de alacrán juegan un papel importante en la 

defensa innata del huésped y han mostrado actividad contra un amplio espectro de 

organismos, incluyendo bacterias gram negativas, hongos filamentosos, parásitos y 

virus(S Zhu and Tytgat 2004). Adicional a esto, estos péptidos han sido clasificados en 
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diferentes grupos de acuerdo a su composición y estructura, resaltando los péptidos 

lineales α-helicoidales como las cecropinas y los péptidos ricos en cisteínas que forman 

enlaces disulfuro como las defensinas(S Zhu and Tytgat 2004; Vizioli and Salzet 2002).  

Teniendo en cuenta estos dos grupos, se determinó un péptido con 

características híbridas, llamado escorpina, el cual en su estructura primaria reveló una 

secuencia extendida similar a la de las cecropinas en el amino terminal, una zona rica 

en cisteínas y un posible motivo estructural α/β(Conde, R., Zamudio, F. Z., Rodríguez, 

M. H., and Possani 2000).  

La escorpina es un péptido de 75 aminoácidos aislado en el 2000, del veneno del 

alacrán africano Pandinus imperator por Conde y colaboradores (Conde, R., Zamudio, F. 

Z., Rodríguez, M. H., and Possani 2000). La escorpina representó un nuevo grupo de 

péptidos antimicrobiales de cadena larga llamado “péptidos tipo escorpina”, así como 

también una importante molécula de estudio en contra la malaria; debido a que es 100 

veces más activa que otras moléculas reportadas a la fecha(Possani, Corona, and 

Rodríguez 2002; Conde, R., Zamudio, F. Z., Rodríguez, M. H., and Possani 2000).  

Subsecuentemente, se identificaron péptidos homólogos a la escorpina, entre 

ellos la Opiscorpina 1-4 del escorpión Opistophthalmus carinatus(S Zhu and Tytgat 

2004), la Heteroscorpina-1 del escorpión Heterometrus laoticus(Uawonggul, 

Thammasirirak, and Chaveerach 2007) y la HgeScplp del escorpión American Hadrurus 

gertschi(Schwartz et al. 2007; Elia Diego-García et al. 2007). Cabe resaltar que, esta 

familia ha sido muy poco estudiada a nivel estructural y funcional. Puesto que, a nivel 

estructural hasta el momento solo se conoce la estructura tridimensional del extremo 

C-terminal del péptido tipo escorpina Hge36 (Flores-Solis et al. 2016) y a nivel 

funcional; se ha resaltado la funcionalidad híbrida de estos péptidos tipo escorpina, 

debido a que, se han desarrollado estudios donde la posible actividad neurotóxica está 

enmascarada por la función antimicrobiana o citolítica. Como ejemplo, se ha observado 

que al eliminar una secuencia del N-terminal, la actividad de bloqueo del canal de 

potasio es adquirida por el péptido tipo escorpina HgeScplp1 y la actividad de bloqueo 

es disminuida por Ev37. Este tipo de comportamiento también se ha observado para la 

actividad antimicrobiana(Feng et al. 2013; E. Diego-García et al. 2008). 

3.2 HIPÓTESIS 

Las estructuras tridimensionales de los extremos N y C-terminal de la escorpina 

permitirán determinar posibles bases moleculares relacionadas con la función biológica 

asociada a cada dominio.  
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3.3 OBJETIVOS 

3.3.1 OBJETIVO GENERAL 

Obtener la estructura tridimensional de menor energía de los extremos N-

terminal y C-terminal de la escorpina empleando RMN 2D en disolución. 

3.3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Procesar los espectros de RMN necesarios para la caracterización estructural 

de los extremos N-terminal y C-terminal de la escorpina. 

• Interpretar los experimentos multidimensionales de RMN. 

• Asignar todos los sistemas de espín en los espectros de RMN para los extremos 

N-terminal y C-terminal de la escorpina.  

• Obtener la estructura tridimensional experimental de menor energía para cada 

extremo de la escorpina. 

• Afinar mediante dinámica molecular las estructuras obtenidas.  

• Realizar un análisis estructural para las estructuras tridimensionales 

obtenidas. 

3.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los dominios individuales C-terminal (nombrado C-escorpina) (posición 29-75)  

y N-terminal (nombrado N-escorpina) (posición 1-28) fueron expresados 

individualmente en E. coli, las dos secuencias continuas comprenden la secuencia 

completa de la proteína. Sin embargo, se obtuvo a C-escorpina con una glicina extra al 

comienzo de la secuencia, como resultado de la digestión con TEV. En la figura 10 se 

presentan los espectros de masas obtenidos para C-escorpina y N-escorpina luego de 

ser purificadas mediante RP-HPLC por el M. en C Alland Colorado, egresado del 

posgrado en Ciencias Químicas. 
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Figura 10. Espectros de masas MALDI-TOF obtenidos para A. C-escorpina y B. N-
escorpina disueltas en agua desionizada con 15% acetonitrilo, empleando un instrumento 
LCQFleet, de Thermo Fisher Inc, modo lineal. 
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Las condiciones de la muestra de RMN de N-escorpina se seleccionaron 

considerando que, este dominio presenta una conformación desordenada en agua y su 

contenido de hélice-α aumenta en gran medida en presencia de trifluoroetanol al 50%, 

el cual simula el ambiente químico de la membrana(Gao et al. 2009; Kozlov et al. 2006). 

Los espectros NOESY con tiempo de mezclado de 150 ms y TOCSY de 80 ms 

mostraron una buena dispersión de las señales (Fig. 11), lo que permitió identificar 47 

de 48 sistemas de espín de los residuos de aminoácidos para el dominio C-escorpina y 

27 de 28 sistemas de espín para el dominio N-escorpina. El porcentaje de asignación de 
1H para C-escorpina y N-escorpina fue de 91% y 93% respectivamente, utilizando las 

muestras con abundancia natural.  
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Figura 11. Espectros de RMN de C-escorpina. En color fucsia se muestra el espectro 
NOESY de 150 ms y en azul el TOCSY de 80 ms adquiridos en un espectrómetro Daltonics 
de 700 MHz (Bruker Biospin, Billerica, MA, EE. UU.) Con un campo magnético de 16,4 Tesla 
a 298 K. Las señales correspondientes a correlaciones HN-HN se encuentran dentro del 
recuadro amarillo. Las señales correspondientes a las correlaciones HN con los protones 
de la cadena lateral se encuentran dentro del recuadro verde. 

La estructura tridimensional de C-escorpina (Figura 12A-B) se obtuvo a partir 

de 1328 NOEs asignados fuera de la diagonal; 93 de ellos son NOEs de larga distancia 

|i-j|>= 5, 102 son NOEs de mediana distancia 1 <|i-j|< 5 y 1133 son NOEs de corta 
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distancia |i-j|<= 1 (Figura 13). Adicional a esto, 21 constantes de acoplamiento HN-Hα. 

La estructura tridimensional de N-escorpina (Fig. 12C-D) se obtuvo a partir de 1.249 

NOEs asignados fuera de la diagonal; 2 de ellos son NOEs de larga distancia |i-j |>= 5, 

243 son NOEs de mediana distancia 1 <|i-j|< 5 y 1004 son NOEs de corta distancia |i-

j|<= 1, así como 8 constantes de acoplamiento HN-Hα. 

La Figura 12A muestra la estructura tridimensional de C-escorpina, la cual 

presenta un motivo estructural α/β estabilizado por cisteínas (CS α/β), una hélice-α 

(Asn21-Thr28), una hoja-β antiparalela de doble hebra (Lys32-Cys35 y Cys40-Gly43), 

dos giros (α1- β1 y β1-β2), tres enlaces disulfuro (Cys12-Cys35, Cys22-Cys40 y Cys26-

Cys42) y una región “random coil” (Gly1-Gly20). La figura 12B muestra la sobreposición 

de las 20 estructuras de menor energía. La Figura 12C muestra la estructura 

tridimensional de N-escorpina, la cual presenta una hélice alfa típica en su estructura 

secundaria (Ile3-Thr19). La figura 12D muestra la sobreposición de las 20 estructuras 

de menor energía para N-escorpina. 

El RMSD de la cadena principal fue de 0.46 y 0.52 para C-escorpina (calculada de 

22 aa a 45 aa) y para N-escorpina (calculada de 3 aa a 26 aa) respectivamente. De la 

misma manera, considerando los átomos pesados el RMSD fue de 0.83 y 0.95 para C-

escorpina y para N-escorpina respectivamente. 



40 
 

 

Figura 12. Estructura de menor energía obtenida para la A) C-escorpina y C) N-escorpina, 
los enlaces disulfuro se muestran en color amarillo. Sobreposición de las 20 estructuras 
de menor energía obtenidas para la B) C-escorpina y D) N-escorpina. 

Para confirmar la conectividad de los enlaces disulfuro de la C-escorpina, se 

corrieron dos cálculos estructurales diferentes, el primero con las restricciones de la 

conectividad de las cisteínas y el segundo cálculo sin estas restricciones (Cys12-Cys35, 

Cys22-Cys40 y Cys26-Cys42) relativo a la estructura primaria. Los dos cálculos 

convergieron en estructuras altamente similares, Fig. 14. Las restricciones de la 

conexión de las cisteínas usadas fueron observadas por RMN. Debido a que, se 

observaron claramente NOE`s entre Hβi-Hβj y Hαi-Hβj de las cisteínas presentes en los 

enlaces disulfuro entre Cys12-Cys35 y Cys26-Cys642, mientras que solo fueron 

observados NOE`s Hαi-Hβj entre (Cys22-Cys40) debido al traslape de señales en las 

regiones Hβi-Hβj cerca de la diagonal. En la figura 15 se presenta la correlación NOE 

Cys26 Hβ y-Cys42 Hβ, en la cual es posible observar que no existe traslape de señales 

que pueda dificultar la interpretación.  
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Figura 13. NOE’s utilizados para el cálculo estructural. A) C-escorpina y B) N-escorpina. 
Las líneas gruesas, medianas y delgadas corresponden a NOE’s de corta, mediana y larga 
distancia. 

 
Figura 14. Sobreposición de las estructuras de C-escorpina obtenidas de cálculos con 
(morado) y sin restricción de enlaces disulfuro (azul). En Amarillo se presentan las 
cisteínas oxidadas y en rojo las cisteínas reducidas. Ambas estructuras convergen a una 
conformación similar. 



42 
 

Estas señales NOE’s junto con los cálculos estructurales indican que las cisteínas 

se encuentran cercanas y probablemente se encuentran formando un enlace entre ellas. 

Considerando estos resultados y teniendo en cuenta que esta conectividad de enlaces 

disulfuro es similar a la de otras β-toxinas con estructura conocida, nosotros agregamos 

las restricciones de enlace disulfuro a el cálculo final. 

 

 
Figura 15. Región Hβ-Hβ del espectro 2D NOESY de la correlación del enlace disulfuro 
Cys42-Cys26 obtenida para el experimento de C-escorpina con 150 ms tiempo de 
mezclado, 298 K y 5mM; las asignaciones se encuentran resaltadas en negro. 

Una de las características más importantes del β-KTx, y especialmente de los 

péptidos tipo escorpina, es la presencia de dos dominios estructurales, un dominio N-

terminal no estructurado, el cual es capaz de formar una hélice- al interactuar con la 

membrana y un dominio C-terminal con el plegamiento característico / estabilizado 

por cisteínas; aparentemente responsable del bloqueo de los canales de potasio(Feng 

et al. 2013; E. Diego-García et al. 2008). Adicional a esto, se ha reportado que la 

actividad citolítica observada en los péptidos tipo escorpina, es generada por el 

dominio N-terminal(E. Diego-García et al. 2008). Por lo tanto, mediante los 

experimentos electrofisiológicos desarrollados en colaboración con la doctora Elisa 

Carrillo, los cuales serán publicados junto con los resultados aquí mostrados; se 

determinó que la actividad citolítica de la escorpina es clara y se observa una reducción 

de la actividad al remover el extremo N-terminal, de esta manera reafirmando el efecto 

que el dominio presenta en la escorpina. 
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Teniendo en cuenta estos resultados, se estudió la anfipaticidad de la N-

escorpina, debido a que es una característica reportada como requisito estructural, que 

confiere actividad citolítica a péptidos similares(Gao et al. 2009) y se han reportado 

algunos péptidos lineales catiónicos contra la malaria, entre ellos meucin-24, meucin-

25(Gao et al. 2010), meucin-3, meucin-18(Gao et al. 2009) Mesobuthus eupeus, magainin 

2(Gao et al. 2010), entre otros. Por lo tanto, se determinó que N-escorpina no muestra 

un claro diseño anfipático helicoidal (Fig. 16), el cual es un arreglo estructural en el cual 

los residuos positivos e hidrofílicos se encuentran separados de los residuos 

hidrofóbicos en dos dominios discretos(Zasloff 2019), adicional a esto Meucin-3 y 

meucin-18 también presentan actividad citolítica como la N-escorpina. Sin embargo, 

estos resultados sugieren que el balance de aminoácidos hidrofóbicos/hidrofílicos 

encontrado en la N-escorpina podría ser suficiente para proporcionarle esta actividad 

(Fig. 16A-B).  

Por otro lado, se ha reportado que cierta región hidrofóbica presente en algunos 

péptidos, es una característica correlacionada con la pérdida de la actividad 

citolítica(Dathe and Wieprecht 1999). En la figura 16B se puede observar que N-

escorpina presenta la característica opuesta, puesto que existe un exceso de superficie 

hidrofílica, lo cual podría incrementar el potencial de interactuar con membranas 

negativas.  

También se observó que la N-escorpina presenta tres residuos catiónicos (Lys7) 

(Lys10) (Lys11), los cuales se encuentran estructuralmente adyacentes, hecho similar 

observado para la meucina 18(Gao et al. 2009). Por lo que consideramos que, las bases 

estructurales de la interacción con las membranas de las células cargadas 

negativamente; podrían estar relacionados con estos residuos expuestos en la 

superficie molecular (Fig. 16C). 
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Figura 16. A.1) Proyección helicoidal de N-escorpina. A.2 Proyección helicoidal de 

magainin 2, la cual presenta arreglo helicoidal, ambas proyecciones se realizaron con 

emboss-bug © emboss.open-bio.org. B) Diagrama de cinta de la estructura de menor 

energía de la N-escorpina. Residuos hidrófobos rojos; residuos hidrofílicos azules. C) 

Superficie hidrofóbica de la N-escorpina. Las superficies se colorearon de acuerdo con una 

escala de tres colores donde el azul indica una región polar, el blanco una región neutra y 
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el naranja una región hidrófoba. D) Amplificación de la zona con las lisinas expuestas. 

Esto sugiere que, la organización de los residuos hidrófilos cargados positivamente y los 

residuos hidrófobos en la construcción helicoidal, podría ser una característica 

importante en la actividad citolítica de los péptidos catiónicos 

3.4 CONCLUSIÓN 

C-escorpina mostró un dominio C-terminal con un motivo estructural α/β 

estabilizado por cisteínas (CS-α/β). Además, N-escorpina presentó una conformación 

“random coil” en agua, sin embargo, en presencia de 50% de TFE el contenido de hélice-

α incrementó en gran medida. En consecuencia, la estructura tridimensional de N-

escorpina mostró una estructura α-helicoidal, así como tres residuos catiónicos 

expuestos estructuralmente que podrían interactuar con los residuos cargados 

negativamente de las membranas celulares. 

El artículo correspondiente a los resultados obtenidos para este proyecto, que 

involucra también ensayos de actividad no mencionadas aquí se encuentra en 

preparación como: 

Structural and Functional Studies Reveal the Presence of Two Different Activities for 

Scorpine: One Blocking Channel Activity and One Cytolytic Activity 

Estefanía López-Giraldo, Elisa Carrillo, Gustavo Titaux Delgado, Patricia Cano-Sánchez, 

Alland Colorado, Lourival Possani-Postay and Federico del Río-Portilla. 

  



46 
 

CAPITULO 4. Expresión, purificación y caracterización estructural de 

la toxina TcoKIK. 

4.1 INTRODUCCIÓN 

Los alacranes han venido evolucionando por un largo tiempo, esto a su vez, les 

ha permitido optimizar la producción de péptidos tóxicos; los cuales son efectivos sobre 

una gran variedad de organismos. Uno de sus blancos principales son los canales 

iónicos de células excitables; sobre los cuales causan despolarización anormal de las 

células, interfiriendo con las vías de conductancia iónica de las membranas 

excitables(Possani, Corona, and Rodríguez 2002; Possani et al. 2001).  

Para las toxinas de veneno de alacrán, se han discutido diferentes 

clasificaciones(Zeng, Corzo, and Hahin 2005; Luo et al. 2005; Elia Diego-García et al. 

2007). Para interés de este proyecto, nos centraremos en la clasificación sistemática 

propuesta para las toxinas activas sobre canales de K+, donde inicialmente se 

clasificaron las toxinas TsTX-Kb(Rogowski et al. 1994), AaTX-Kb(Legros et al. 1998) y 

similares en la subfamilia 1 de una nueva familia llamada -KTx y péptidos tipo 

escorpina(Tytgat et al. 1999; E. Diego-García et al. 2008). A continuación, se clasificaron 

en la subfmailia 2 de las - KTx a la BmTXKb del alacrán Asiático Mesobuthus 

martensi(Shunyi Zhu et al. 1999) y similares. Por último, se clasificaron en la subfamilia 

3 a los péptidos tipo escorpina(Ortiz and Possani 2018; Rogowski et al. 1994). 

La toxina TcoKIK del escorpión Sur Americano Tityus costatus(Elia Diego-García 

et al. 2005; 2007), fue clasificada en la subfamilia 2 de las -KTx; debido a que presenta 

una alta similitud en estructura primaria con la BmTXKb, sugiriendo que son genes 

ortólogos(Elia Diego-García et al. 2007). A la fecha la única información reportada para 

la TcoKIK es que presenta una masa de 5278,5 Da y una secuencia de aminoácidos muy 

similar a la de la toxina BmTXKb(Elia Diego-García et al. 2007).  

4.2 HIPÓTESIS 

La estructura tridimensional de la TcoKIK presentará el motivo estructural CS 

/ convencional para las toxinas −ktx. 

4.3 OBJETIVOS 

4.3.1 OBJETIVO GENERAL 

Obtener la estructura tridimensional de menor energía de la toxina TcoKIK 

empleando RMN 2D y 3D en disolución. 
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4.3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Procesar los espectros de RMN necesarios para la caracterización estructural 

de la TcoKIK. 

• Interpretar los experimentos multidimensionales de RMN. 

• Asignar todos los sistemas de espín en los espectros de RMN. 

• Obtener la estructura tridimensional experimental de menor energía para la 

TcoKIK. 

• Afinar mediante dinámica molecular las 20 estructuras obtenidas.  

• Realizar un análisis estructural para la toxina TcoKIK. 

4.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

La toxina TcoKIK fue expresada en E. coli y purificada mediante diferentes 

técnicas cromatográficas, confirmándose su masa mediante espectrometría de masas 

MALDI-TOF (Fig. 17). 

 

Figura 17. Espectro de masas MALDI-TOF de la toxina TcoKIK disuelta en agua desionizada 
con 15% acetonitrilo, empleando un instrumento LCQFleet, de Thermo Fisher Inc, modo 
lineal. 

Los experimentos TOCSY de 80 ms y NOESY de 150 ms de tiempo de mezclado 

(Fig. 18) mostraron una dispersión de las señales aceptable, por lo cual fue posible 

asignar 46 de 47 residuos de aminoácidos. La estructura tridimensional de la TcoKIK 
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(Figura 19) se obtuvo a partir de 454 NOEs asignados fuera de la diagonal; 53 de ellos 

son NOEs de larga distancia |i-j |>= 5, 71 son NOEs de mediana distancia 1 <|i-j|< 5 y 

330 son NOEs de corta distancia |i-j|<= 1.  
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Figura 18. Espectros de RMN de TcoKIK. En color fucsia se muestra el espectro NOESY de 

150 ms y en azul el TOCSY de 80 ms adquiridos en espectrómetro Daltonics de 700 MHz 

(Bruker Biospin, Billerica, MA, EE. UU.) Con un campo magnético de 16,4 Tesla a 298 K. 
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Las señales correspondientes a correlaciones HN-HN se encuentran dentro del recuadro 

amarillo. Las señales correspondientes a las correlaciones HN con los protones de la 

cadena lateral se encuentran dentro del recuadro verde. 

La estructura tridimensional de la TcoKIK (Fig. 19A) presenta una hélice- 

(Lys22-Lys31) junto con una hoja- antiparalela formada por dos hebras (Ala33-Gly35 

y Cys44-Lys46), así como también una región desestructurada en el extremo N-

terminal. La figura 19B muestra la sobreposición de las 20 estructuras de menor 

energía obtenidas para TcoKIK. El RMSD de la cadena principal fue de 0.84 y 

considerando los átomos pesados el RMSD fue de 1.55. 

 

Figura 19. A) Estructura de menor energía obtenida para la TcoKIK, los enlaces disulfuro 
se muestran en color amarillo. B) Sobreposición de las 20 estructuras de menor energía 
obtenidas para la TcoKIK. 

Actualmente, se considera que las toxinas del grupo 2 de la familia de las β-KTx’s, 

al cual pertenece la TcoKIK, presentan un extremo N-terminal, el cual a su vez forma 2 

hélices alfa que interactúan con membranas celulares, lo cual le confiere actividad 

citolítica o antimicrobial(S Zhu and Tytgat 2004). Adicional a esto, se ha reportado que 

poseen un extremo C-terminal, el cual presenta un motivo estructural CS α/β 

responsable de la actividad bloqueadora de canales iónicos de potasio, sin embargo, no 

es claro aún si estos dominios presentan un efecto sinérgico o independiente(Gao et al. 

2010; Chen et al. 2013). En comparación con esta información, se determinó que la 

TcoKIK presenta el motivo estructural CSα/β en el extremo C-terminal, similar a lo 

reportado; mientras que el extremo N-terminal se encuentra desestructurado (Fig.19). 

A pesar de que fueron probadas diferentes condiciones, variando el amortiguador, la 

temperatura y agregando TFA se determinó que la mayor dispersión de señales se 

observó con el amortiguador PBS pH: 7.5.  
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Por otro lado, fue posible determinar en colaboración con la doctora Elisa 

Carrillo que a pesar de que para TcoKIK no se pudo medir actividad bloqueadora sobre 

los canales KCNQ1 y Shaker, se observó un incremento en la corriente de fuga, el cual 

es un fenómeno también observado en células no transfectadas. Este efecto es explicado 

por la posible interacción de la toxina con la membrana, lo que promueve la formación 

de poro y a su vez incrementa la corriente de fuga. Cabe mencionar que este tipo de 

actividad no ha sido observado aún para otras toxinas -KTx. Sin embargo, ha sido 

observado en algunas escorpinas del grupo 3, y le atribuyen este efecto al extremo N-

terminal. Hasta antes de este estudio, no existía información reportada para TcoKIK 

acerca de su actividad o de su estructura tridimensional, así como tampoco se ha 

reportado la estructura tridimensional de alguna de las toxinas pertenecientes a este 

grupo. 

4.5 CONCLUSIÓN 

La estructura tridimensional de TcoKIK mostró en la región C-terminal el motivo 

estructural CS / convencional para las toxinas , mientras que la región del N-

terminal se encuentra desestructurada. La toxina TcoKIK se espera forma parte del 

primer reporte de estructuras tridimensionales obtenidas para el segundo grupo de -

KTx. Adicional a esto, se determinó que TcoKIK produce daño sobre las membranas de 

células transfectadas, el cual es un comportamiento encontrado en péptidos tipo 

escorpina, tal como se discute en el capítulo 2 de esta tesis. 

Los resultados correspondientes a este proyecto están en proceso de 

publicación como:  

Beta-KTx14.3, a large scorpion toxin, blocks the human potassium channel KCNQ1 

Gustavo Titaux-Delgado*, Andrea Estefanía Lopez-Giraldo*, Elisa Carrillo, Luis 

Fernando Cofas-Vargas, Luis Enrique Carranza, Estuardo López-Vera, Enrique García-
Hernández and Federico del Rio-Portilla. 

*Ambos como primer autor 
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CAPITULO 5. Colaboración: Estructura tridimensional de la 

neurotoxina SCNTX  

5.1 INTRODUCCIÓN 

SCNTX es una neurotoxina-α de cadena corta propuesta con base en un alineamiento 

de secuencia múltiple, en el cual fueron consideradas las 12 neurotoxinas-α presentes 

en los venenos de serpientes de los géneros elapid Acanthophis, Oxyuranus, 

Walterinnesia, Naja, Dendroaspis y Micrurus. SCNTX contiene 60 aminoácidos, incluidos 

8 residuos de cisteínas. Se conoce que SCNTX puede antagonizar los receptores 

nicotínicos de acetilcolina (nAChR) musculares, pero no los neuronales. Adicional a 

esto, para un estudio realizado para la SCNTX con dieciséis aminoácidos adicionales en 

su extremo N-terminal, se determinó que posee un LD50 de 3.8 μg / ratón, similar al de 

las neurotoxinas-α más tóxicas de cadena corta reportadas para los venenos del género 

elapid(de la Rosa et al. 2018; Gulsevin and Meiler 2020a). Por otro lado, en un estudio 

teórico realizado previamente se determinó mediante docking que la arginina 31 de la 

SCNTX (ubicada en la posición 47 de la secuencia de la SCNTX con 16 aminoácidos de 

más) se extiende dentro de un agujero aromático presente en los receptores 7 nAChR, 

permitiendo la interacción con los residuos Y188, Y195 y W149(Gulsevin and Meiler 

2020a). Por tal motivo se espera que este residuo cargado positivamente se encuentre 

expuesto al disolvente en la estructura tridimensional obtenida de manera 

experimental. 

Este proyecto fue desarrollado en colaboración con el Dr. Gerardo Corzo Burguete del 

Instituto de Biotecnología de la UNAM y el Dr. Guillermo de la Rosa de la Universidad 

de Toronto. Por lo cual fue posible determinar mediante espectroscopía de resonancia 

magnética nuclear la estructura en disolución de la neurotoxina SCNTX de 76 residuos.  

5.2 HIPÓTESIS 

La arginina 47 se encontrará expuesta al disolvente en la estructura 

tridimensional de la SCNTX. 

5.3 OBJETIVOS 

5.3.1 OBJETIVO GENERAL 

Obtener la estructura tridimensional de menor energía de la neurotoxina SCNTX 
empleando RMN 2D y 3D en disolución. 

5.3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Procesar los espectros de RMN necesarios para la caracterización estructural 

de la SCNTX. 



54 
 

• Interpretar los experimentos multidimensionales de RMN. 

• Asignar todos los sistemas de espín en los espectros de RMN. 

• Obtener la estructura tridimensional experimental de menor energía para la 

SCNTX. 

• Afinar mediante dinámica molecular las 20 estructuras obtenidas.  

5.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

La asignación de los espectros de RMN 2D y 3D 15N-HSQC, HNCA, HNCACB, 

HNCO, CC(CO)NH y H(CCO)NH permitió la identificación de 71 de 76 sistemas de espín 

en los espectros 2D NOESY con un tiempo de mezclado de 150 ms y 2D TOCSY de 80 

ms, los cuales mostraron una dispersión de señales razonable. Sin embargo, no fue 

posible encontrar los residuos Met1, His6, His7, His8 y His9 debido a que esta región 

del espectro presentó gran traslape de señales. El porcentaje de asignación para 1H, 13C 

y 15N fue de 85, 63 y 61% respectivamente. La estructura en disolución para SCNTX se 

obtuvo a partir de 1973 NOEs asignados fuera de la diagonal; 275 de ellos son NOEs de 

larga distancia | i-j |> = 5, 71 NOEs de media distancia 1 <| i-j | <5 y 1627 NOEs de corta 

distancia | i-j | <= 1 (Figura 20), 90 restricciones de ángulo obtenidas en el servidor 

TalosN y 47 constantes de acoplamiento HN-H. 

 

Figura 20. NOEs utilizados en los cálculos de la estructura tridimensional. Las líneas 
gruesas, medias y delgadas corresponden a NOEs de corto, medio y largo alcance. Es 
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posible observar una hoja β antiparalela doble (residuos Ile18-Tyr20 y Thr30-Thr32) y 
triple (residuos Cys38-Arg44, Thr49-Glu52 y Lys65-Cys69), que son confirmadas por el 
visor gráfico pymol. 

La estructura tridimensional de la SCNTX (Fig. 21) presenta una hoja  

antiparalela formada por dos hebras (residuos Ile18-Tyr20 y Thr30-Thr32) y tres 

hebras (residuos Cys38-Arg44, Thr49-Glu52 y Lys65-Cys69), tres giros (residuos 

Asn21-Thr29, Cys33-Ser37 y Asp45-Gly48) que se extienden hacia afuera desde el 

núcleo de la proteína y cuatro enlaces disulfuro. La Figura 22 muestra las 20 estructuras 

de menor energía obtenidas mediante RMN para SCNTX en disolución. El RMSD de la 

cadena principal fue de 0.37 y considerando los átomos pesados fue de 0.80. Las 20 

estructuras de menor energía fueron validadas y reportadas en las bases de datos PDB: 

7LUW y BMRB:  30867. 

 

Figura 21. Estructura de menor energía obtenida para SCNTX en solución. Los enlaces 
disulfuro están pintados en color amarillo. La estructura de SCNTX 3D contiene hojas b 
antiparalelas de doble y triple hebra y tres bucles que se extienden hacia afuera desde el 
núcleo de la proteína. 
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Para obtener la estructura 3D de la SCNTX fueron usadas las restricciones de enlaces 

disulfuro (C119 – C338, C233 – C455, C557 – C668 y C769 – C874). El patrón de enlaces 

disulfuro fue determinado mediante RMN. Los NOEs específicos se observaron 

claramente entre Hβi-Hβj y Hαi-Hβj de las cisteínas presentes en cada enlace disulfuro. 

Presentamos la correlación NOE C19Hβ2-C38Hβ3, C69Hβ2-C74Hβ3, C55Hβ2-C33Hβ2, 

C57Hβ3-C68Hβ3 y C57Hβ2-C68Hβ3 en la Figura 23. Para validar el patrón de enlaces 

realizamos dos cálculos de estructura diferentes: el primero, sin restricción de enlace 

disulfuro; y el segundo con restricciones enlaces (C19 – C38, C33 – C55, C57 – C68 y C69 

– C74) en relación con la estructura primaria. Los dos cálculos convergieron en 

estructuras notablemente similares. Los NOEs y los cálculos confirman que las cisteínas 

específicas están cerca y, por lo tanto, deberían estar formando un enlace entre ellas. 

Figura 19. Sobreposición de las 20 estructuras de menor 
energía obtenidas para SCNTX. 

Figura 22.Sobreposición de las 20 estructuras de menor 
energía obtenidas para SCNTX. 
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Figura 23. Región Hβ-Hβ de la correlación de enlaces disulfuro para SCNTX, obtenida a 
partir del experimento 2D NOESY a 150 ms de tiempo de mezclado, 308 K,  pH7 y a una 
concentración de 0,8 mM. Para A) Cys19-Cys38, B) Cys69-Cys74, C) Cys55-Cys33 y D) 
Cys57-Cys68. Las asignaciones de las Cisteínas están etiquetadas en negro y las 
correlaciones NOESY de los enlaces disulfuro están etiquetadas en rojo, verde, amarillo y 
azul, respectivamente. Esas correlaciones están bien definidas.  

Los resultados demuestran que la estructura 3D de la SCNTX es similar a otras 

neurotoxinas de cadena corta ya reportadas, las cuales contienen tres giros que se 

extienden a partir de un núcleo y presentan enlaces disulfuro. Adicional a esto, también 

se observó que la arginina 47 de la SCNTX, presente en el giro 2 de la estructura, se 
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encuentra expuesto al disolvente (Figura 24), lo cual infiere que podría ser crucial para 

la interacción con el receptor 7-nAChR, permitiendo a su vez la interacción con el sitio 

ortostérico presente en el receptor. Este resultado concuerda con estudios teóricos 

realizados previamente(Gulsevin and Meiler 2020b). La comprensión de la relación 

estructura-función y el papel de los aminoácidos clave en proteínas como SCNTX, es un 

paso esencial para crear antivenenos rentables con un importante valor terapéutico. 

 

Figura 24. Estructura tridimensional de la SCNTX (azul), la arginina 47 se encuentra 
coloreada en verde. Dentro del recuadro se observa el sitio de enlace a ligando del receptor 
nAChR, llamado sitio ortostérico (amarillo) donde se resaltan en rojo los residuos que 
forman la caja aromática. Dentro del recuadro también se presenta sobrepuesta la 
arginina 47 de la SCNTX de manera ilustrativa. 

5.5 CONCLUSIÓN 

La estructura tridimensional de la SCNTX mostró una hoja  antiparalela doble 

y una triple, tres giros que se extienden hacia afuera desde el núcleo de la proteína y 

cuatro enlaces disulfuro, los cuales fueron identificados mediante RMN. Se observó que 

la arginina 47 se encuentra expuesta al disolvente y podría ser un residuo clave en la 

interacción con el receptor nAChR. 

CAPITULO 6. Caracterización molecular de las interacciones del 

factor transcripcional A-MYB de humano con sus blancos CBP Y ADN 

6.1 INTRODUCCIÓN 

La transcripción genética es un proceso llevado a cabo dentro de la célula, en el cual 

la información genética contenida en el ADN es transferida a ARN mensajero; este 

proceso a su vez es regulado principalmente por los factores de transcripción; los cuales 

son proteínas que se unen a secuencias específicas de ADN. MYB hace referencia a una 

de estas familias de factores de transcripción, la cual se encuentra presente en células 
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eucariotas. Estas proteínas regulan procesos fundamentales durante el metabolismo y 

diferenciación celular mediante el control de la transcripción génica(Prouse and 

Campbell 2012). 

Basados en similitud del domino de enlace a ADN, la familia MYB fue clasificada en 

R1R2R3-MYB, R2R3-MYB y así sucesivamente dependiendo, el número de dominios 

repetidos presentes. En todos los genomas secuenciados de vertebrados se han 

encontrado 3 factores de transcripción pertenecientes a la subfamilia R1R2R3-MYB los 

cuales son A-Myb, B-Myb y C-Myb(Prouse and Campbell 2012).  

Por una parte, C-Myb es la contraparte celular de v-Myb, un componente del virus 

de mieloblastosis aviar que se encuentra involucrada con el control y diferenciación de 

células hematopoyéticas, razón por la cual ha sido ampliamente estudiada. Por otro 

lado, B-Myb ha sido medianamente estudiada y está involucrada con la regulación 

positiva y el control de crecimiento celular, la diferenciación y el cáncer(Prouse and 

Campbell 2012). Por último, nuestro centro de estudio A-Myb se encuentra involucrado 

con diferentes anomalías clínicas como infertilidad masculina, desarrollo de glándulas 

mamarias anormales(Tang and Goldberg 2012), astrocitomas difusos de grado 

II(Bolcun-Filas et al. 2011), células de linfoma uterino(Swartz et al. 2005), linfoma de 

Burkitt(Golay et al. 1996), astrogliosis o pérdida neuronal(Jeon et al. 2006), entre otros.  

Se cree que A-Myb juega un papel importante en la diferenciación de células B, 

también llamados linfocitos B, así como en la transformación de células B en algunas 

neoplasias, debido a que la expresión de A-Myb, a diferencia de B-Myb y C-Myb está 

restringida a un subconjunto de neoplasias de células B. Entre estas, leucemia linfocítica 

crónica y líneas celulares de linfoma de Burkitt(Golay et al. 1996). De igual manera se 

encontró sobre regulada en células de linfoma uterino tratadas con estrógeno(Swartz 

et al. 2005). Un patrón similar se observa en linfomas de la enfermedad de Marek (MD), 

la cual es una enfermedad neoplásica linfoproliferativa de pollos, causada por el virus 

de la enfermedad de Marek (MDV), puesto que A-Myb se ha encontrado expresada en 

grandes cantidades(Lian et al. 2015). Adicional a esto, en células de cáncer de colon en 

humano se observó que la sobreexpresión de A-Myb inducida conduce a la reducción 

de estas células y el crecimiento del tumor(Guo et al. 2017).  

También se ha resaltado el papel potencial de la familia de las MYB en la biología 

de los gliomas pediátricos de bajo grado, los cuales son los tumores sólidos más 

comunes en niños. Para este caso se determinó una parcial duplicación de A-Myb con 

su dominio de regulación negativa (NRD) truncado en astrocitoma difuso de grado IIs. 

Además, se observó que A-Myb truncada induce el crecimiento independiente en 

células 3T3 y la formación de tumor en ratón desnudo(Ramkissoon et al., n.d.).  
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Acerca del mecanismo de acción de esta proteína se conoce que, en el proceso de la 

activación de genes específicos en espermatocitos, el dominio de transactivación (TAD) 

de A-Myb interactúa con el dominio KIX de CBP. Esta proteína de unión a CREB (CBP) 

es un coactivador que interactúa con la proteína de unión a CRE, CREB. La interacción 

es llevada a cabo de manera dependiente y es necesaria la presencia de una secuencia 

cargada de 23 aminoácidos ubicada en el dominio de transactivación de A-Myb lo cual 

envuelve una interacción física entre A-Myb y el dominio KIX de CBP(Valeria 

Facchinetti et al. 1997).    

Por tal motivo se propone que el factor de transcripción A-Myb actúa como un 

coactivador directo de la expresión celular específica mediante la vía del elemento CRE 

cis, para lo cual se cree que este es un mecanismo común involucrado en la activación 

de múltiples genes. 

Pese a la gran relevancia de A-Myb, no existe información molecular de las rutas en 

las que actúa y teniendo en cuenta que actualmente el conocimiento sobre el 

mecanismo de la regulación génica de la expresión está incompleto, se decidió estudiar 

el dominio de enlace a ADN junto con el dominio de transactivación (TAD) presente 

también en la A-Myb, el cual se espera interaccione directamente con el dominio KIX de 

CBP el cual funciona como coactivador de un gran número de factores de 

transcripción(Fung, Ramsay, and Katzen 2003) (Fig. 25). 

 

 
Figura 25. Esquema de los dominios presentes en el factor de transcripción A-MYB y los 
blancos con los que interacciona cada uno de ellos. También se muestran individualmente 
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los dominios estudiados en el presente proyecto, los cuales son R2, R3, TAD y R2R3TAD 
(nombrada como COM). KIX es el dominio de la proteína CBP.  

6.2 HIPÓTESIS 

Los dominios de A-MYB expresados individualmente de manera recombinante 

interaccionarán con sus blancos de ADN y KIX respectivos. 

6.3 OBJETIVOS 

6.3.1 OBJETIVO GENERAL 

Estudiar las bases moleculares de la interacción entre CBP, A-Myb y ADN 

involucrados en la regulación de la transcripción génica de células eucariontes por 

RMN.  

6.3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Obtener las proteínas recombinantes R2-A-Myb, R3-A-Myb, TAD-A-Myb, 

R2R3TAD-A-Myb y el dominio KIX de CBP. 

• Optimizar condiciones de purificación para todas las proteínas del punto 

anterior. 

• Resolver la estructura tridimensional del conjunto de proteínas mediante RMN. 

• Caracterizar la interacción entre A-Myb, KIX y ADN empleando RMN. 

6.4 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Tabla 5. Secuencia primaria de los dominios estudiados en el presente proyecto. 
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Fue posible determinar las condiciones óptimas de expresión y purificación para 

cada uno de los dominios en estudio. Se observó que cada uno de ellos requiere 

condiciones particulares en cada etapa del proceso. Como un ejemplo de esto 

observamos que los dominios TAD; COM se expresan completamente insolubles, 

mientras que KIX se expresa parcialmente insoluble, adicional a esto los dominios R2 y 

R3 luego de ser purificados presentan una alta estabilidad en concentraciones de NaCl 

altas (400-500 mM), sin embargo, en una baja concentración de NaCl (100 mM) tienden 

a precipitar rápidamente. Por otro lado, el dominio KIX es inestable a altas 

concentraciones (>500 M), lo cual dificulta un poco su caracterización.  

Se purificaron cada uno de los dominios mediante diferentes técnicas 

cromatográficas, lo cual fue corroborado mediante espectrometría de masas para el 

dominio KIX (Fig. 26) y mediante cromatografía de intercambio iónico (Fig. A1 material 

suplementario) junto con gel de poliacrilamida para los otros dominios. A continuación, 

fue posible realizar la caracterización de cada uno de ellos mediante experimentos de 

dicroísmo circular. En la figura 27 se presentan los espectros de dicroísmo circular (DC) 

de los 5 dominios trabajados en este proyecto. Se observa que todos los dominios 

presentan 2 mínimos en 210 nm y 220 nm, lo cual es el comportamiento esperado 

cuando se encuentra presente el elemento de estructura secundaria hélice-. Sin 

embargo, empleando los datos obtenidos se calculó el porcentaje de estructura 

secundaria presente en cada dominio, los resultados se presentan en la tabla 6. Se 

observa que todos los dominios, excepto R3, presentan cierto contenido de hélice, 

mientras que todos los dominios presentan hoja antiparalela y otros plegamientos 
principalmente.   
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Figura 26.Espectro de masas MALDI-TOF del dominio KIX. 

Tabla 6. Porcentaje de estructura secundaria calculado con el servidor 
BESTSEL(Micsonai et al. 2015).    

% Estructura 
Secundaria 

R2 R3 TAD COM KIX 

Hélice 36.1 0.0 30.7 46.7 33.0 

Antiparalela 16.1 47.6 16.0 25.7 11.3 

Paralela 17.6 10.5 0.0 13.5 17.0 

Giro 0.0 0.0 7.6 0.0 0.0 

Otros 30.2 41.8 45.7 14.1 38.6 
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Adicional a esto se realizaron curvas de desplegamiento por temperatura para los 

dominios R2, R3 y KIX con el fin de estudiar su termoestabilidad. Para lo cual se 

determinó que la desnaturalización de KIX y R2 es reversible, mientras que para R3 es 

irreversible.  

En la figura 28 se muestran diferentes curvas de DC para el dominio KIX, a 25°C 

(anaranjado), a 90°C (gris) y luego de enfriar a 25°C (amarillo). Con lo cual es posible 
observar que la desnaturalización de KIX es reversible. 
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Figura 27. Espectros de dicroísmo circular obtenidos para; el dominio R3 a una 
concentración de 0.2 mg/mL, el dominio TAD a una concentración de 0.05 mg/mL, 
el dominio COM (R2+R3+TAD) a una concentración de 0.1 mg/mL, el dominio KIX a 
una concentración de 0.1 mg/mL y el dominio R2 a una concentración de 0.1 mg/mL, 



65 
 

 

Figura 28. Espectro de dicroísmo circular obtenido para el dominio KIX de la proteína 
CBP a 25°C (color anaranjado). Espectro de DC de KIX a 90°C (color gris). Espectro de DC 
de KIX a 25°C luego de enfriar (color amarillo). 

En la figura 29 se presenta la variación de la intensidad de DC monitoreada a 

208 nm a medida que se incrementa la temperatura de la celda. El valor calculado para 

la TM de KIX fue de 64.27°C. 

 

Figura 29. Curva de desplegamiento de KIX monitoreada a 208 nm empleando DC. 
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Se determinó la interacción de los dominios R2, R3 y COM (R2R3TAD) con ADN 

mediante experimentos EMSA, con lo cual se observó que todos los dominios presentan 

plegamientos activos, debido a que hubo interacción en todos los casos con el gen TOM-

1A (Fig. 30).  

En la figura 30 se presentan geles de poliacrilamida al 4% correspondientes a los 

experimentos EMSA realizados, donde el grupo fosfato del ADN se encuentra marcado 

con -32P, por tanto, es posible hacer seguimiento de la interacción ADN-Proteína 

empleando radioactividad. En la figura 30 A, B y C se observan los complejos ADN+COM, 

ADN+R3 y ADN+R2 respectivamente. 

 

Figura 30. Ensayos de movilidad electroforética de A. COM, B. R3 y C. R2 con ADN.  Para 

cada uno de los dominios se incrementa la concentración de proteína de izquierda a 

derecha y se mantiene constante la concentración del gen TOM-1A (0.5 ng). Las 

concentraciones utilizadas para cada dominio fueron; para COM (0.60; 1.2; 3 y 6 g), para 

R3 (0.60; 1.2; 3 y 6 g) y para R2 (0.5; 0.75; 1 y 1.5 g).  

 

En los geles de la figura 30 se observan bandas tanto del ADN libre (bandas al 

final del gel). Como de la formación del complejo de ADN con los diferentes dominios 

(bandas en la parte superior de los geles), los cuales migran de manera más lenta que 

el ADN libre, al ser de un mayor tamaño. Por tanto, es posible concluir que los dominios 

recombinantes presentan la actividad que se requiere, puesto que interaccionan con su 

A B C 
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respectivo blanco. Sin embargo, este experimento fue utilizado para obtener un 

resultado cualitativo y confirmar la interacción.   

Se realizó una caracterización preliminar mediante Isothermal titration 

calorimetry (ITC) y termoforesis de la interacción de los dominios R2 y R3 con el ADN, 

así como también de la interacción del dominio TAD con el domino KIX. Se observó 

interacción en todos los casos. Estos experimentos se realizaron en colaboración con el 

Dr. Enrique García. En la figura 31 se muestran los resultados correspondientes al 

experimento de ITC realizado para el domino R2 con TOM-1A y KIX con TAD, lo cual 

evidencia la interacción en ambos casos. En ambos casos se esperaba una 

estequiometría 1:1 (N=1), sin embargo, para R2 se obtuvo un valor de N= 1.79 y para 

KIX un valor N= 0.564, posiblemente debido a la alta inestabilidad de estos dominios en 

disolución, lo cual pudo ocasionar estos resultados. Por tal motivo, considero necesario 

repetir estos experimentos al siguiente día de finalizar la purificación de los dominios 

(máximo en los siguientes 2 días). 

 

Figura 31. A. Curva de ITC obtenida mediante la titulación de ADN utilizando el dominio 
R2. Se obtuvo una KD=92.5 nM. B. Curva de ITC obtenida mediante la titulación de KIX 
utilizando el dominio TAD. Se obtuvo una KD=1.9 M. 

En la figura 32 se presentan los resultados de la interacción de R3 con el gen 

TOM-1A, la cual fue observada empleando termoforesis, mediante la cual se determinó 

A. B. 
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una Kd 430.4 nM. Con base en estos resultados es posible observar que probablemente 

R3 presenta una menor afinidad por el ADN en comparación con R2. 

 

Figura 32. Curva de termoforesis obtenida para la interacción de R3 marcada con un 
compuesto fluorescente enlazado al His-tag del dominio (NT-647), junto con el gen Tom-
1A. Se determinó una KD de 430.4 nM. 

Se obtuvieron los espectros de 1H de RMN para los dominios R2, R3 y KIX. La 

dispersión observada en las señales infiere que estos dominios presentan una 

estructura tridimensional estable. En las figuras 33, 34 y 35 se muestran los espectros 

de 1H obtenidos para los dominios R3, R2 y KIX respectivamente. 

Figura 33. Espectro de 1H de RMN del dominio R3. Adquirido 
en un equipo Bruker 700MHz. 
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Figura 35. Espectro de 1H del dominio KIX. Equipo Bruker 700MHz. 

 

 

Figura 34. Espectro de 1H del dominio R2. Equipo Bruker 700MHz. 
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6.5 CONCLUSIONES 

Se optimizaron las condiciones de expresión y purificación para cada uno de los 

dominios en estudio. Se determinó que todos los dominios se encuentran plegados y a 

su vez presentan un plegamiento activo puesto que todos los dominios obtenidos de 

manera recombinante interaccionan con su blanco correspondiente. Con base en los 

resultados obtenidos de la interacción de los diferentes dominios, es posible concluir 

que R2 interacciona más fuertemente con el gen TOM-1A que R3 y que KIX con TAD. 

7. CONCLUSIÓN GENERAL 

Se estudiaron diversas proteínas de interés biológico empleando una gran variedad de 

técnicas, entre ellas la resonancia magnética nuclear, la cual nos permitió la 

caracterización estructural de 4 de las 5 proteínas mencionadas en esta tesis. Adicional 

a esto fue posible obtener información de la correlación estructura-función que abre 

paso a futuros estudios. También fue posible optimizar las condiciones de expresión y 

purificación de los dominios presentes en el factor de transcripción A-MYB de humano, 

para cada dominio recombinante obtenido fue posible demostrar que presentan un 

plegamiento activo, puesto que interaccionan con su blanco respectivo. 
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9 ANEXOS 

ANEXO 1.Medios de cultivo y disoluciones. 

 

 

 
MEDIO LURIA BERTANI (LB) 

TRIPSINA 10 g/L 

EXTRACTO DE 

LEVADURA 

5 g/L 

NACL 10 g/L 

PH 7 

 

AMORTIGUADOR DE LISIS (BL) 

KCL 2.0 mM 

NACL 130.0 mM 

NA2HPO4 10.0 mM 

KH2PO4 1.7 mM 

PH 6.5 
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AMORTIGUADOR DE CORTE SIN AGENTE 

CAOTRÓPICO 

TRIS 50.0 Mm 

CACL2 1 Mm 

PH 8.0 

 
5X TBE 

TRIS-BORATO 0.45 M 

EDTA 10 mM 

GLICEROL 25 % 

PH 7 

 
DISOLUCIÓN PARA PREPARAR 1 GEL DE POLIACRILAMMIDA 

PARA EMSA 

30% ACRILAMIDA/BIS 

(37.5:1) 

10 mL 

5X TBE 5 mL 

10 % PERSULFATO DE 

AMONIO 

350 µL 

TEMED 100 µL 

H2O 37.5 mL 

 

AMORTIGUADOR DE ENLACE PARA EMSA 2X 

TRIS-BASE  40 mM 

EDTA 1 mM 

MGCL2 8 mM 

KCL  120 mM 

GLICEROL 20 % 

PH 8 
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ANEXO 2. Resultados adicionales del capítulo 2. 

1.A 

 

1.B 

 

1.C 
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Figure 1A. Región Hb-Hb del NOESY 150 ms a 600 MHz. A) Correlation entre C41 y 

C16. 1.B) Correlación entre C25 y C46, y 1.C) Correlación entre C65 y C412. 

 

ANEXO 3. Resultados adicionales del capítulo 6. 

 



83 
 

 

Figura A2. Cromatograma de la purificación de A) R2, B) R3 y C) COM empleando una 

columna de intercambio catiónico HP SP FF. %B Equivale a PBS 1M NaCl.  
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Figura A3. Cromatograma de la purificación del dominio KIX mediante RP-HPLC. Se 

observan un pico cromatográfico en el intervalo 15- 20, correspondiente a KIX 

replegada. Columna: Aeris Peptide, XB-C18, 250 x 4.60 mm, tamaño de partícula 3.6 μm, 

detección: UV-VIS a 230 nm. Fase móvil: H2O + 0.05% TFA y ACN + 0.05% TFA, flujo: 1 

mL/min. 
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Figura A4. Curva de desplegamiento de R3 monitoreada a 208 nm empleando 
Dicroísmo Circular. 

 

Figura A5. Curva de desplegamiento de R2 monitoreada a 208 nm empleando 

Dicroísmo Circular. 
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Figura A6. Curva de desplegamiento de TAD monitoreada a 208 nm empleando 

Dicroísmo Circular. 

ANEXO 4. Artículo “Structural and Functional Studies Reveal the Presence of Two 

Different Activities for Scorpine: One Blocking Channel Activity and One Cytolytic 

Activity” en  preparación. 

 Structural and Functional Studies Reveal the Presence of Two Different Activities for Scorpine: One 

Blocking Channel Activity and One Cytolytic Activity 

Estefanía López-Giraldo1, Elisa Carrillo2, Gustavo Titaux Delgado1, Patricia Cano-Sánchez1, Alland Colorado1, Lourival 

Possani-Postay3 and Federico del Río-Portilla1* 

1Instituto de Química, Universidad Nacional Autónoma de México, CdMx, México. 
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Abstract 

Scorpine is an antimicrobial and antimalarial peptide isolated from the Pandinus imperator scorpion venom. Since, there 

are few functional and structural studies reported of scorpine like-peptides, we studied by biological assays the recombinant 

N-terminal, C-terminal domains as well as the complete scorpine and we determined by nuclear magnetic resonance 

spectroscopy the N-terminal and C-terminal structures. The study was conducted using the recombinant peptides N-

terminal, C-terminal, and the complete scorpine expressed in E. coli. The results showed that N-scorpine presents a random 

coil structure in water and it adopts an α-helical folding in the presence of 50% trifluoroethanol. C-scorpine contains three 

disulfide bonds with two structural domains: an unstructured N-terminal domain in water which can form a typical 

secondary alpha-helix structure in 50% TFE and a C-terminal domain with a cysteine-stabilized α/β (CS-αβ) motif. Our 

findings demonstrate the presence of cytolytic activity associated with C-scorpine, N-scorpine and scorpine, as well as the 

presence of blocking channel activity associated with the C-scorpine domain. 

Introduction 

Scorpions have medical relevance due to a wide variety of biologically active peptides present in their venom(Andreotti, 

N., Di Luccio, E., Sampieri, F., De Waard, M. S., and Sabatier 2005; Possani et al. 1999; Cid-Uribe et al. 2020). The active 

peptides have played a key role in the innate defense of the host and typically have shown activity against a broad spectrum 

of organisms, including filamentous fungi , gram-negative bacteria, parasites, and viruses(S Zhu and Tytgat 2004; García-

Hernández and Machado 2020). Based on the composition and structure, venom peptides have been classified into several 

groups, highlighting linear α-helical peptides like cecropins and cysteine-rich forming disulfide bonds like defensins(Vizioli 

and Salzet 2002; S Zhu and Tytgat 2004).  

A 75 amino acid (aa) peptide with hybrid characteristics called scorpine was isolated from the African scorpion Pandinus 

imperator venom (Conde, R., Zamudio, F. Z., Rodríguez, M. H., and Possani 2000). In the peptide primary structure was 

found an amino terminal sequence similar to cecropins, a cysteine rich zone with a Cys pattern typical of invertebrate 

defensins (CX4-15CX2HCX6–9GX1CX4–9CX1C), and a possible α/β structural motif(Conde, R., Zamudio, F. Z., 

Rodríguez, M. H., and Possani 2000). Scorpine become a new interesting object of study as a molecule against malaria, 

because it is 100 times more active than other antimalarials reported(Possani, Corona, and Rodríguez 2002; Conde et al. 

2001), it also represented a new group (scorpine-like peptides) of long-chain antimicrobial peptides.Several peptides 

homologous to the scorpine have been identified(Possani 2019; Bitar et al. 2020; Juichi et al. 2019; Vargas et al. 2021), 

including Opiscorpina 1-4 from the scorpion Opistophthalmus carinatus(S Zhu and Tytgat 2004), Heteroscorpina-1 from 

the scorpion Heterometrus laoticus(Uawonggul, Thammasirirak, and Chaveerach 2007; Incamnoi et al. 2018) and HgeScplp 
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from the scorpion American Hadrurus gertschi(Elia Diego-García et al. 2007; Schwartz et al. 2007). Later, Diego-Garcia 

et al. reported the scorpine-like peptides with the β-KTx toxins, these are molecules with neurotoxic characteristics used by 

scorpions mainly to kill or paralyze their prey(Ortiz and Possani 2018; Rogowski et al. 1994). Subsequently, due to the 

limited characterization, β-KTx and scorpine-like peptides were called orphan peptides and, a new classification for three 

subfamilies was proposed: 1) Peptides related to the TsTX-Kβ toxin, including AaTX-Kβ, BmTXKβ2 and TcoβKTx; 2) 

BmTXKβ-related peptides including TcoKIK, TdiKIK and TtrKIK, finally, 3) Scorpine-like peptides. The peptides 

belonging to the three subfamilies showed a high identity between them inside each subfamily (50˗97%) and a low average 

identity between the subfamilies (< 30%)(Elia Diego-García et al. 2007). While the first two groups have shown neurotoxic 

features blocking potassium channels, the third group has shown mainly strong antimicrobial, antiparasitic and cytolytic 

activity against eukaryotic cells(Cao et al. 2003; Legros et al. 1998; Elia Diego-García et al. 2005; Juichi et al. 2018; 

Matsushita et al. 2009; Juichi et al. 2019; Conde, R., Zamudio, F. Z., Rodríguez, M. H., and Possani 2000; Rogowski et al. 

1994). 

Although β-KTx and scorpine-like peptides information is increasing, their relationship is still not clear, neither the 

interaction mechanism of β-KTx and scorpine-like peptides with their molecular targets. Hybrid functionality of scorpine-

like peptides has been of interest in several studies, investigating if the possible neurotoxic activity is masked by the 

antimicrobial or cytolytic function.  It was reported that removing an N-terminal sequence, while the potassium channel 

blocking activity is acquired by the scorpine-like peptide HgeScplp1, the blocking activity is decreased by Ev37. This type 

of behavior has also been observed for the antimicrobial activity(Feng et al. 2013; E. Diego-García et al. 2008). β-KTx and 

scorpine-like peptides represent some remarkable groups of peptides reported with multiple activities, including 

antimicrobial, cytolytic, antifungal, antiparasitic and neurotoxic activities(Batista, C. V. F., Román-González, S. A., Salas-

Castillo, S. P., Zamudio, F. Z., Gómez-Lagunas, F., and Possani 2007; Conde, R., Zamudio, F. Z., Rodríguez, M. H., and 

Possani 2000; Possani, Corona, and Rodríguez 2002; Uawonggul, Thammasirirak, and Chaveerach 2007; Legros et al. 1998; 

E. Diego-García et al. 2008). If we know better the structure-activity relationship of the β-KTx and scorpine-like peptides 

we can find a key piece in the fight of some global health problems like antibiotic resistance and parasite diseases. 

Additionally, β-KTx and scorpine-like peptides could act as pharmacological tool to characterize the action mechanisms of 

ion channels involved into a wide channelopathies variety which affect the world population(Schaenzer and Wright 2020; 

Israel et al. 2018; Conde, R., Zamudio, F. Z., Rodríguez, M. H., and Possani 2000). 

The relevance of some amino acids with hydrophobic, positive, and negative characteristics in the interaction with the 

molecular targets has been highlighted for peptides belonging to different families of scorpine like-peptides and β-

KTx(López-Giraldo et al. 2020; Brogden 2005; Epand and Vogel 1999; Friedrich, Moyles, and Beveridge 2000; Cohen et 

al. 2005; Canul-Tec et al. 2011; Riaño-Umbarila et al. 2019; Clairfeuille et al. 2019; Estrada et al. 2011; MacHado et al. 

2018). However, the important features in the functional structures of scorpine like-peptides and β-KTx toxins remain 

unclear and few functional and structural studies have been reported. These structural studies include some N-terminal 

fragments structure of β-KTx toxins and the scorpine-like peptide Hge36 C-terminal domain structure(Shunyi Zhu et al. 

2010; Flores et al. 2016; Gao et al. 2010). For this reason, scorpine like-peptides and β-KTx are some of the least structurally 

studied families. The purpose of this research is to study the biological function of the recombinant N-terminal (renamed as 

N-scorpine), C-terminal (renamed as C-scorpine) domains and the complete scorpine, as well as, to determine the N-

scorpine and C-scorpine structures applying nuclear magnetic resonance. 

In this work we use the model peptide of the scorpine-like peptides group, the scorpine, as the study molecule. Scorpine 

was recombinantly produced, structurally characterized and the cytolytic and neurotoxic properties evaluated. We report 

the scorpine N-terminal and C-terminal domains structures and the N-terminal and C-terminal domains effect over the 

Shaker and KCNQ1 potassium channels. Additionally, we compare the C-scorpine structure with Hge36 and HgeD 

structures reported for scorpine-like peptides family and the N-scorpine structure with other cytolytic peptides structures 

reported, in order to look for structural information of scorpine like-peptides action mechanism. Our findings mainly 

demonstrate a structural organization of the positively charged, hydrophilic residues and hydrophobic residues on the helical 

construction of N-scorpine similar to other cytolytic peptides. 

Material and Methods 

Cloning of N-scorpine, C-scorpine and scorpine 

Synthetic codon optimized gen for expression in Escherichia coli was produced by GenScrip using the amino acid sequence 

UniProt code P56972(Conde et al. 2001) (amino acids 1-85), N -terminal (amino acid 1-28) and C-terminal (amino acid 29-

85). These sequences were cloned in the expression vector pET32a to produce fusion protein with thioredoxin, a 6-HisTag 

and a TEV site.  

Expression and purification of the recombinant proteins N-scorpine, C-scorpine and scorpine 
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Escherichia coli Rosetta was used to express the recombinant proteins. The transformed cells with the plasmids pET32a-

N-scorpine, pET32a-C-scorpine and pET32a-scorpine were incubated in LB medium (Miller’s modification) supplemented 

with ampicillin and chloramphenicol to 220 rpm and 37ºC until an optic density of 0.7. Then, IPTG was used for the 

expression induction to a final concentration of 0.5 mM. The protein expression was conducted at 30 ºC for 16 h. The 

bacterial pellets were collected and re-suspended on the lysis buffer (50 mM Tris, 300 mM NaCl a pH 8.0) and sonicated 

(20 pulses of 15 s ON with 60 W and 35 s OFF). Afterwards, the proteins were fractionated using immobilized metal affinity 

chromatography (IMAC; Hi-Trap chelating columns from GE-Healthcare, Waukesha, WI, USA). The buffer was exchanged 

by dialysis to 50 mM Tris, 300 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0.25 mM DTT and 5% glycerol pH 8.0, conditions need for TEV 

digestion. Enzymatic digestion was done using 1.0 mg of TEV for each 100 mg of the fusion protein, the final protein 

concentration was 1.0 mg/mL. TEV digestion gives a glycine residue at the N terminal, being additional to the C-scorpine 

sequence. The free proteins were purified with a second step of IMAC purification, were prepared with solid-phase 

extraction, and finally purified by RP-HPLC using a Jupiter Proteo C12 column of Phenomenex (Pore size 90 °A, particle 

size 4.0 μM and 4.6 x 250 mm). The purification was made with a linear gradient starting at 85% A (H2O + 0.05% TFA 

v/v) to 90% B (ACN + 0.05% TFA v/v) in 45 minutes. All peptides were obtained in a folded manner, as demonstrated by 

NMR studies. 

Mass Spectrometry 

Mass spectrometry MALDI-TOF was used to obtain the peptide molecular weight with the α-cyano-4-hydroxycinnamic 

acid matrix on a Bruker Daltonics Microflex LT instrument. 

NMR procedures 

The lyophilized samples of N-scorpine and C-scorpine were dissolved in 3.0% v/v D2O (Cambridge Isotopes Laboratories, 

Tewksbury, MA, USA) deionized water to a final protein concentration of 5.0 mM. 50% deuterated TFE was added to the 

N-terminal sample. NMR experiments were acquired on a 700 MHz Daltonics (Bruker Biospin, Billerica, MA, USA) 

spectrometer with a 16.4 Tesla magnetic field at 298 K. We used a collection of 2D NMR homonuclear experiments for 

spin system identification and sequential assignment. The spectra recorded were two nuclear Overhauser effect spectra 

(NOESY)(States, Haberkorn, and Ruben 1982) with 150 and 250 ms mixing times, a TOCSY(Griesinger et al. 1988) with 

80 ms isotropic mixing period (MLEV-17)(Levitt, Freeman, and Frenkiel 1982; Bax and Davis 1985), and a double-quantum 

filtered COSY (DQFCOSY)(Piantini, Sørensen, and Ernst 1982; Rance et al. 1983). Double pulsed-field gradient spin 

echoes (DPFGSE)(Hwang and Shaka 1995; Dalvit et al. 1991) was used for the water suppression. The proton assignment 

was carried out based on the standard method developed by Wüthrich(Kurt Wüthrich 1986). We used the 2D-TOCSY at 

298 K traces to obtain the HN-Hα coupling constants following the modified J-doubling method in the frequency domain 

(Delrioportilla, Blechta, and Freeman 1994; Garza-García, Ponzanelli-Velázquez, and del Río-Portilla F 2001).  

Structural calculation 

The distance constraints used for the structure calculation were obtained of the homonuclear 1H-1H NOESY spectrum with 

150 ms mixing time. The NMR data were processed with NMRPipe software(Delaglio et al. 1995). The peak picking, spin 

system identification, and NOE derived distance constraint assignments were carried out with CARA 1.5 software (Keller 

2004). CYANA 2.1 was used for the structural calculation (Downing and Güntert 2004) with chemical shift tolerance 

between 0.02 and 0.015 ppm. From 500 structures were selected the 20 protein models with the lowest energy values and 

without restraint violations. In order to refine and minimize the 20 models with the lowest energy values, we followed the 

protocol described (Gurrola et al. 2012) using molecular dynamic calculations with AMBER 9. Additionally, the refined 

structural model of the N-scorpine and C-scorpine peptides were validated and deposited in the Protein Data Bank (PDB ID 

7M1E. and 7M1D respectively) and Biological Magnetic Resonance Bank (BMRB ID 30879 and 30878 respectively). 

Structures were analyzed and visualized with UCSF Chimera(Pettersen EF, Goddard TD, Huang CC, Couch GS, Greenblatt 

DM, Meng EC 2004) and Pymol(“The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrödinger, LLC.,” n.d.). 

Cell culture and channel expression 

DMEM media (Gibco) was used to grow HEK 293T cells, the media was supplemented with penicillin G (100 units/ml), 

10% FBS, and streptomycin (0.1 mg/ml). Lipofectamine 2000 Invitrogen was used to transiently transfect the cells with 

KCNQ1 or Shaker-IR (N-terminal deletion Δ6–46 Shaker clone). Additionally, the cells were co-transfected at a microgram 

ratio of 1:0.5 with GFP. 24 h after transfection, the cell patch clamps were recorded using an Axopatch 200B amplifier 

(Molecular Devices) at −80 mV hold potential, acquired at 10 kHz using pCLAMP10 software (Molecular Devices), and 

filtered online at 5 kHz. The patch clamps recordings were performed using fire-polished borosilicate glass (Sutter 

instruments) pipettes with 3 – 5 mΩ resistance, filled with internal solution: 140 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 10 
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mM HEPES, and 1 mM EGTA (adjusted to pH 7.4 with KOH). The external solutions contained 140 mM NaCl, 5 mM KCl, 

1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, and 10 mM HEPES (adjusted to pH 7.4 with NaOH).  

Results 

Production of recombinant peptides 

Recombinant proteins including whole scorpine, N-domain and C-domain were successfully produced in E. coli using 

Rosetta strain. After metal affinity chromatography (IMAC) and reverse phase high performance liquid chromatography 

(HPLC) the proteins were at high purity and in oxidized state as demonstrated by MALDI-TOF results (Figure S1 and table 

S1). C-scorpine contains a glycine residue at the N-terminal as result of TEV digestion. 

NMR assignments and structure calculations 

The N-scorpine NMR sample conditions were selected considering that this domain presents a random coil structure in 

water and its turns to α-helical in the presence of 50% trifluoroethanol, considered as a membrane-mimicking 

environment(Gao et al. 2009; Kozlov et al. 2006). C-scorpine and N-scorpine domain peptide spin systems were identified 

through bond connectivities observed mainly in TOCSY but also in COSY, whereas sequential assignments were obtained 

using the through space connectivities observed between neighboring residues in the NOESY spectra. The good signal 

dispersion of the 150 ms mixing time NOESY and 80 ms TOCSY spectra allowed identifying 47 of 48 spin systems for C-

scorpine domain and 27 of 28 spin systems of amino acid residues for N-scorpine domain. C-scorpine and N-scorpine 1H 

completeness assignments were 91% and 93% respectively when natural abundance samples were used. C-scorpine solution 

structure (Figure 1) was obtained from 1,328 NOEs with off diagonal assignment; 93 of them are long-range NOEs |i-j 

|<=5, 102 medium-range NOEs 1 <|i-j|< 5 and 1,133 short-range NOEs |i-j|<=1 (Tab. S2) and 21 HN-Hα coupling 

constants. N-scorpine solution structure (Fig. 1) was obtained from 1,249 NOEs with off diagonal assignment; 2 of them 

are long-range NOEs |i-j |<=5, 243 medium-range NOEs 1 <|i-j|< 5 and 1,004 short-range NOEs |i-j|<=1 (Fig. S2), as well 

as 8 HN-Hα coupling constants. Figure 1A shows the C-scorpine NMR solution structure with a cysteine‐stabilized α/β 

(CSα/β) motif, a α-helix (Asn21-Thr28), a double stranded antiparallel β-sheet (Lys32-Cys35 and Cys40-Gly43), two loops 

(α1- β1 and β1-β2), three disulfide bonds (Cys12-Cys35, Cys22-Cys40 and Cys26-Cys42) and a long random coil region 

(Gly1-Gly20). Figure 1B shows the superposition of the 20 lowest energy structures. Figure 1C shows the N-scorpine NMR 

solution structure with a typical secondary alpha helix structure (Ile3-Thr19). Figure 1D shows the superposition of the 20 

lowest energy structures. The final average backbone RMSD to mean for C-scorpine (calculated from 22 aa to 45 aa) and 

N-scorpine (calculated from 3 aa to 26 aa) was 0.52 and 0.58 and considering the heavy atoms RMSD to mean was 0.83 

and 0.95 respectively. C-scorpine and N-scorpine HN-Hα coupling constants and proton chemical shifts are deposited in 

the Biological Magnetic Resonance Bank (BMRB: 30879 and 30878 for N-scorpine and C-scorpine respectively). A 

summary of the experimental constraints and structure calculation statistics is shown in Tab. S2. 
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Figure 1. A) Lowest energy NMR structure of C-scorpine. The disulfides are painted in yellow. B) Backbone superposition 

of the 20 lowest energy structures of C-scorpine, the unfolded region (Gly1- Gly20) is shown with transparence. C) NMR 

solution structure of N-scorpine with the lowest energy. D) Backbone superposition of the 20 lowest energy structures of 

extreme N-scorpine. 

We ran two different C-scorpine structure calculations to confirm the disulfide bonds: the first one, without S-S bond 

constraint; and the second one with S-S bonds constraint (Cys12-Cys35, Cys22-Cys40 and Cys26-Cys42) relative to the 

primary structure. The two calculations showed remarkably similar structures, see Fig. S2. The S-S bonds restrictions used 

for the second calculation were observed by NMR. Indeed, NOE`s were clearly observed between Hβi-Hβj and Hαi-Hβj of 

the cysteines present in disulfide between Cys12-Cys35 and Cys26-Cys642, while only NOE`s Hαi-Hβj were observed 

between (Cys22-Cys40) because of signal overlapping on Hβi-Hβj regions near of the diagonal (Fig. S3). We can observe 

there is not overlap on the region which could hinder the interpretation. 

Comparison of N-scorpine with other α-helical peptides 

We carried out structural analysis of N-scorpine with other reported structures of α-helical peptides. Figure S5 shows the 

sequence alignment of N-scorpine with meucin-24(Gao et al. 2010) (Mesobuthus eupeus) and magainin 2(Gao et al. 2010), 

both antimalarial peptides. Despite there is a low similarity between the primary structures of N-scorpine, meucin 24 and 

magainin 2, they share the same helical structure when is added TFE (Fig. S4). 

Comparison of C-scorpine with Hge36 peptide 

C-scorpine shares 61.7% sequence identity with Hge36, an antiparasitic and potassium channel-blocking scorpine-like 

peptide(E. Diego-García et al. 2008; Flores et al. 2016). They have conserved disulfide bridges with the six cysteine residues 

located at positions homologous, see Fig. 2A. The 3D structures of the scorpine-like peptides show similar folds with two 
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loops and the same structural motif CSα/β (Fig. 2B). The major structural difference between C-scorpine and Hge36 was 

the relative orientation of the N-terminal region.  

 

Figure 2. Structure comparison. A) Sequence alignment of scorpine and Hge36 B) Structure comparisons between C-

scorpine (violet) and Hge36 (green), where it can be observed that these toxins have similar secondary and tertiary structure. 

Electrophysiological experiments 

Scorpine, N-scorpine and C-scorpine showed cytolytic activity in most of the recordings, on the HEK293T cells; it induces 

disruption of the cell membrane, leak currents and cell death, at a concentration of 25 µM (Fig. 3A). However, in those 

recordings that were achieved on Shaker and KCNQ1 channels, the inhibition was only visible with C-scorpine, at a 

concentration of 18 µM, blocked the Shaker and KCNQ1 currents in 36 and 20%, respectively (Fig. 3D). 
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Figure 3. A) Cytolytic activity on the HEK293T cells. Representative traces showing the effect of C-scorpine at 25 µM, 

inducing disruption of the cell membrane, leak currents and cell death. The black trace is a control on the Shaker current, at 

20 mV, while the red trace is in the presence of C-Scorpine toxin. Toxins effects on the Shaker and KCNQ1 channels. 

Current inhibition by B) scorpine. C) N-scorpine and D) C-scorpine. The black traces are control, at 20 mV, while the red 

traces are in the presence of toxins. 

Discussion 
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Full scorpine as well as the N and C terminal domains were successfully expressed in E. coli and purified a thigh purity 

(Fig. 1S). The thioredoxin helped to keep the peptides soluble as well as worked like mediator in the redox process to the 

formation of the correct disulfide bonds given the oxidized state of the produced proteins. 

One of the most important characteristics of β-KTx, and especially of scorpion-like peptides, is the presence of two structural 

domains, an unstructured N-terminal capable of forming a helix when interacting with the membrane and the characteristic 

alpha-over-beta domain stabilized by cysteines apparently responsible for blocking potassium channels(Feng et al. 2013; E. 

Diego-García et al. 2008). Many works have mentioned that the cytolytic activity observed in most of the scorpion-like 

peptides is given by the N-terminal(E. Diego-García et al. 2008), with the electrophysiological tests carried out here, the 

cytolytic effect of scorpine is remarkable and it is observed an activity reduction by removing the amino terminal, thus 

reaffirming the effect that this domain represent on the scorpine. 

N-scorpine does not show a clear typical helical amphipathic design (Fig. 4A-B), a unique structural arrangement, in which 

it is possible to observe two discrete domains, one of  positively charged and hydrophilic residues; and the second with 

hydrophobic residues (Zasloff 2019). This fact has been reported as a structural behavior for cytolytic activity(Gao et al. 

2009) and has been reported for some linear cationic antimalarial peptides, between them, meucin-24, meucin-25(Gao et al. 

2010), meucin-3, meucin-18(Gao et al. 2009) Mesobuthus eupeus, magainin 2(Gao et al. 2010), among others (Fig. S4-S5). 

Meucin-3 and meucin-18 also present cytolytic activity as N-scorpine. However, these results suggest that the balance 

hydrophobic/hydrophilic feature found in N-scorpine could be enough to find the cytolytic activity (Fig. 4A-B). 

Additionally, it has been reported that an hydrophobicity region present on some peptides is a characteristic closely 

correlated with the loss of the cytolytic activity(Dathe and Wieprecht 1999); we can see that N-scorpine present the opposite 

feature (Fig.4B), excessive hydrophilic surface, which can increase the potential to interact with the negative membranes. 

In addition, we noticed that N-scorpine has three structurally (Lys7) (Lys10) (Lys11) adjacent cationic residues, similar fact 

observed for meucin-18(Gao et al. 2009). These exposed residues to the molecular surface could be involved in the 

interaction with cell membranes with negative charge(Fig. 4C). 
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Figure 4. N-terminal structure of scorpine. A) Ribbon diagram of the minimized lowest energy structure of N-scorpine. Red, 

hydrophobic residues; blue, hydrophilic residues. B) The hydrophobic surface of N-scorpine. The surfaces were colored 

according to a scale of three colors where blue indicates a polar region, white a neutral region and orange a hydrophobic 

region. C) Amplification of the zone with the exposed lysines. 

Amphipathic helical nature of meucin-24 and magainin-2 is observed due to hydrophobic residues tend to face upward 

(FACE A), while charged and polar residues face downward (FACE B); however, for N-scorpine the helical amphipathic 

design is not clear (Fig. S5A- F). N-scorpine hydrophobicity surface shows that residues Asn4, Lys7, Lys10, Lys11 and 

Arg15 form a hydrophilic path, whereas the other residues Ile12, Met16, Val20, Leu21, Met24 and Ala25 constitute another 

large hydrophobic path. The similar paths are observed for meucin-24 and magainin 2. This suggest the most important 

feature for the cytolytic activity of cationic peptides is the organization of positively charged, hydrophilic residues and 

hydrophobic residues on the helical construction, showing N-scorpine is not considered a cationic peptide. Some differences 

found in activity and potency could be understood for the hydrophilic/hydrophobic balance and cationic amino acid location. 

It is necessary to perform more experiments to allow us to evaluate structural factors important for their activities. 

C-scorpine 3D structure reported here shares the same structural motif CSα/β with Hge36 (Fig.2). The 3D structures differ 

particularly at the amino terminal domain because there is a long unfold region present on C-scorpine. This fact was 

observed by NMR because there was a few NOE´s on the spectrum corresponding to the amino acids present at the C-

scorpine amino terminal domain which could imply a not well-defined region. The opposite was reported for Hge36(Flores-

Solis et al. 2016) where it was reported that the amino terminal region poses more NOE’s than the carboxyl terminal, 
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producing an N-terminal that is better defined. Furthermore, C-scorpine and Hge36 are the only 3D structures reported for 

the subfamily 3 of β-KTx group. 

We calculated the hydrophobic (Fig. S6) and the coulombic (Fig. S7) surfaces of C-scorpine and Hge36 of 

Hoffmannihadrurus gertschi(E. Diego-García et al. 2008), to compare and try to find structural features that could be 

relevant for the toxin function. The hydrophobic surface of C-scorpine (Fig. S6A) shows two main hydrophobic patches. 

The smallest is formed by amino acids V1 and L45; however, this patch is not conserved on the two peptides. Additionally, 

there is a second patch on the N-terminal region (amino acids Met15, Met17, Leu18, Ala13, Met12 and Phe9), which is 

conserved at different position in the two peptides.  

A few structural studies have been made for scorpine like-peptides. We compared the coulombic surface of C-scorpine with 

the Hge36 structure (Fig. S7), but we couldn´t find any remarkable facts on the charge distribution for C-scorpine and Hge36 

peptides. The loss of the scorpine N-terminal domain reveals a weak block activity over ionic channels shaker and KCNQ1. 

Consequently, C-scorpine joins a small group of active molecules over KCNQ1 channels, where it is worth mentioning that 

KCNQ1 channels are considered as potential therapeutic targets(Seebohm et al. 2003) firstly because they play an important 

role in process like mediate repolarization of cardiac action potential as well as controlling the water and salt homeostasis 

in several epithelial tissues(Hu et al. 2015; Heitzmann et al. 2007; Peroz et al. 2008). 

Concluding remarks 

C-scorpine showed a tightly folded C-terminal domain with a cysteine-stabilized α/β (CS-αβ) motif. We found that C-

scorpine and Hge36 toxins share a hydrophobic path formed by the amino acids 15, 17, 13 and 12. Additionally, N-scorpine 

presents an essential random coil conformation in water, but the α-helical content largely increases in the presence of 50% 

TFE. Consequently, NMR structure of N-scorpine showed an α-helical architecture with a small amphipathic region which 

is a structural prerequisite(Gao et al. 2009) for cytolytic activity as well as three structurally exposed cationic residues that 

could interact with the negatively charged cell membranes. Our findings reveal two different activities in the scorpine study: 

the first one, present in N-scorpine, C-scorpine and scorpine, with cytolytic activity and the second one, present in C-

scorpine with channel blocking activity. Our results suggest that the scorpine activity over ionic channels is masked by the 

cytolytic activity. These results provide important structural information for the design of more potent KCNQ1 channel 

blockers and serve as the basis for the understanding of structure and functional relationships of these channels. 
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