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1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1 Importancia del estudio de las interacciones proteína-proteína 

Las proteínas son las macromoléculas biológicas más abundantes, encontrándose en todas 

las células y representando más de la mitad del peso seco de las mismas. Participan en 

prácticamente todos los procesos celulares1 y  en la mayoría de los casos no actúan solas y si 

con otras proteínas para formar complejos y así poder llevar a cabo su función2. Esta 

capacidad de interacción está mediada principalmente por su estructura terciaria y por las 

propiedades fisicoquímicas de sus aminoácidos. Es decir, la capacidad de unirse entre ellas 

depende primordialmente de dos factores: la complementariedad en la zona de interacción 

(interface) y la afinidad entre los aminoácidos involucrados en dicha interacción.  

Las interacciones proteína-proteína son esenciales en la mayoría de los procesos celulares y 

están involucrados en prácticamente todos ellos, desde la comunicación celular, la traducción 

de señales, la formación de estructuras de soporte en las células, hasta incluso en fenómenos 

de intoxicación. Cualquier desregulación en las redes proteicas de interacción, o defecto en 

proteínas estructurales puede conducir al desarrollo de diversas enfermedades3,4. Novedosas 

técnicas experimentales como la de “Dos Híbridos” (Y2H) están ahora disponibles para 

investigar las redes de interacción en los sistemas celulares y han permitido obtener un 

panorama más amplio sobre las mismas5. La  importancia de estas redes queda en evidencia 

en un estudio donde se revela que de ~2,000 proteínas de levadura al menos el 80% de ellas 

interacciona con otra proteína6. Sin embargo, para una comprensión completa del fenómeno 

de interacción, información estructural de los complejos resulta esencial. Esta información, 

además de permitirnos entender los mecanismos de afinidad y especificidad, proporciona 

herramientas indispensables para el desarrollo y diseño racional de proteínas con fines 

biomédicos.  



 10 

1.2 Métodos experimentales para el estudio estructural de interacciones 

proteína-proteína 

Los métodos experimentales más utilizados para resolver y estudiar estructuras de proteína 

son la cristalografía de rayos X y la Resonancia Magnética Nuclear (RMN). La cristalografía 

de rayos X consiste en el bombardeo de rayos X a un cristal de proteína que va a producir 

un patrón de difracción determinado. Esta difracción se da porque los rayos X tienen una 

longitud de onda del tamaño del radio atómico, y son los ángulos y las intensidades de los 

puntos difractados los que ayudan a generar la densidad electrónica de la molécula. Esta 

densidad electrónica, a su vez, se utiliza para determinar la posición de los átomos.  

En la RMN se aprovecha el momento magnético de los átomos que poseen un número impar 

de protones o neutrones. Estos átomos, al introducirse en un campo magnético externo se 

orientan a favor dicho campo, y al relajar el sentido de la orientación el sistema entra en 

resonancia. Esto produce, con una radiofrecuencia adecuada, una irradiación del sistema la 

cual se detecta con una señal de absorción que será utilizada para calcular las posiciones y 

vecindades de dichos átomos. 

Estos métodos, aunque son los más precisos, tienen algunas desventajas: Ambos requieren 

una cantidad significativa de proteína, además, la complejidad para resolver su estructura 

aumenta cuando se trabaja con complejos conformados por 2 o más cadenas polipeptídicas 

dentro del sistema, lo que se ve reflejado en la base de datos del “Protein Data Bank” (PDB), 

donde solo el 1.5% de las estructuras depositadas pertenecen a este grupo7. En este sentido, 

uno de los objetivos de la bioquímica actual es desarrollar herramientas que nos permitan 

abordar la interacción proteína-proteína mediante técnicas y metodologías alternativas.  

1.3 Métodos Computacionales 

En los años recientes, las técnicas de modelado molecular han tenido grandes avances, lo que 

se refleja en el surgimiento de revistas especializadas como “PloS Computational Biology” y 

“The Journal of Molecular Modeling”, entre otras. Las principales razones de esta son el gran 

aumento de datos estructurales de proteínas disponibles en las bases de datos, las cuales 

sirven de modelo para generar estructuras in silico, así como también a los avances en las 

ciencias computacionales, con equipos cada vez más poderosos que permiten abordar 
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problemas cada vez más complejos. Estos dos sucesos van de la mano debido a que los 

algoritmos desarrollados para la predicción de estructuras están basados en la información 

que arrojan los datos experimentales, por lo que una mejor calidad y un mayor número de 

estructuras repercuten en algoritmos más robustos y a su vez en mejores modelos8. 

Las principales y más utilizadas técnicas para el modelamiento molecular son el Modelado 

por Homología y el “Docking Molecular”, el primero enfocado a predecir el plegamiento de 

una determinada proteína basándose en un homólogo con estructura resuelta, y el segundo 

en predecir la interacción entre proteínas. 

El modelado por homología se basa en 3 principios fundamentales: 1) Que durante su 

evolución biológica las proteínas tienden a preservar su estructura9; 2) Diferentes proteínas, 

incluso cuando no se puede detectar ninguna relación evolutiva a partir de secuencias 

homólogas, pueden tener una estructura similar10,11; y3) Las proteínas están compuestas 

generalmente por sub-estructuras locales similares12.  

Por otro lado, el “Docking Molecular” (literalmente “acoplamiento molecular”) tiene como 

propósito principal predecir la orientación preferente de una molécula respecto a otra 

mediante funciones matemáticas que evalúan la fuerza de interacción. Estas fuerzas se 

calculan con base en el número de interacciones intermoleculares favorables, tales como 

enlaces de hidrógeno, interacciones van der Waals y electrostáticas o Coulombianas, entre 

otras 13. 

Estas dos técnicas cobran mayor relevancia con proteínas que son difíciles de abordar de 

manera in vitro, como las proteínas de membrana. En un artículo del 2010 se predijo que 

alrededor del 26% de los genes codificadores de proteínas de humano pertenecen a proteínas 

de membrana, por lo que se calcula que al menos deben de existir 5539 genes de estas 

proteínas14. A pesar de este número, actualmente solo se tienen resueltas 533 estructuras 

únicas, lo que representa menos del 1% del total depositado en el Protein Data Bank (PDB)15.  

1.4 Canales iónicos y toxinas 

Entre las proteínas de membrana se encuentran las que conforman los canales iónicos. Éstos 

forman poros en la membrana que permiten el paso selectivo de iones inorgánicos, y están 

principalmente involucrados en la excitabilidad de células nerviosas y de corazón, aunque 

también están presentes en células no excitables e incluso en bacterias, levaduras y plantas16. 
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Estos canales iónicos son de gran importancia médica, debido a que defectos o mutaciones 

en ellos conduce a diversos desórdenes fisiológicos, tales como renales, cardíacos, 

neurológicos, entre otros. Por ello, conocer la estructura y el funcionamiento de estos canales 

es esencial para un posterior desarrollo de fármacos que actúen sobre ellos. 

Uno de los fenómenos en los que se encuentran relacionados los canales iónicos, y que es el 

que nos compete en este trabajo, es el de intoxicación por moléculas peptídicas. El veneno 

de algunos animales, generalmente, contiene una gran variedad de proteínas llamadas toxinas 

que actúan modulando o bloqueando las corrientes de diferentes canales iónicos. En 

particular, el veneno de los alacranes tiene una gran diversidad de péptidos específicos para 

canales de potasio (K+) dependientes de voltaje,  por lo que han servido como herramientas 

para el estudio y caracterización de los mismos17,18.  

En este trabajo, se está interesado en el estudio de una toxina de alacrán que actúa como 

bloqueadora de varios canales de potasio dependientes de voltaje (Kv). Una mejor 

comprensión del proceso de reconocimiento ayudará al desarrollo de péptidos con mayor 

afinidad y especificidad, los que a su vez podrán ser utilizados para tener una mejor 

comprensión del funcionamiento de los canales iónicos y como potenciales fármacos de 

patologías relacionadas a sus canales blanco. 

1.4.1 Canales de Potasio Dependientes de Voltaje (Kv). 

Los Kv conforman la familia más grande dentro del grupo de los canales de potasio, el cual 

también incluye los activados por Ca2+ (KCa), los rectificadores de entrada rápida (Kir) y los 

de dos poros (K2P)19. Son altamente selectivos y desempeñan un papel vital en la regulación 

de la excitabilidad celular en neuronas y músculo durante los potenciales de acción, 

encargándose principalmente de regresar a la célula al estado de reposo20. El típico Kv es una 

estructura de 4 subunidades proteicas idénticas rodeando a un poro central. Cada subunidad 

tiene 6 hélices transmembranales (S1-S6), con el C- y N- terminal en el lado intracelular y 

cada subunidad se divide en dos dominios: El dominio sensor de voltaje (S1-S4), donde la 

hélice S4 posee múltiples cargas positivas, tentativamente responsables de detectar los 

cambios de voltaje; y el dominio del poro, que comprende las hélices S5-P-S6, donde el filtro 

de selectividad se forma con el asa que une ambas hélices (Fig. 1). 
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Figura 1. Estructura general de la unidad transmembranal de los Kv (tomada de Yellen, 2002)20. El 
esquema de la izquierda muestra la topología general de una subunidad. Los rectángulos S1 a S6 representan a 
las hélices transmembranales, dividiéndose en azul el dominio sensor de voltaje y en verde el dominio del 
poro. La parte de arriba de ese esquema es la zona extracelular, ya la de abajo, donde se encuentran el amino- 
y carboxilo terminal, la intracelular. A lado del esquema se muestra una estructura tridimensional del Kv en 
representación de caricatura. 

La primera estructura de un canal de potasio fue resuelta en 1998 por el grupo de 

MacKinnon21. A pesar de ser un canal de bacteria y no ser voltaje dependiente, posteriores 

estructuras del Kv1.2 de mamífero confirmaron el alto grado de conservación estructural 

entre estos canales22,23. 

Los Kv están divididos en familias según su similitud en secuencia, pero también pueden ser 

clasificados según la cinética de la corriente registrada. Mediante el tipo de corriente los 

canales Kv se dividen principalmente en 4 tipos: 

 Rectificadores tardíos (De inactivación lenta o nunca inactivados) 

 Corrientes tipo-A (De inactivación Rápida) 

 Rectificadores de Salida 

 Rectificadores de Entrada 

Estos canales tienen algunas características que les añaden diversidad y complejidad como 

son: 1) La Heterooligomerización de las cuatro cadenas polipeptídicas son necesarias para 

un canal funcional. Estas subunidades pueden combinarse dentro de la misma familia, y les 

confiere características únicas a los mismos; 2)Interaccionan con subunidades modificadores, 

por ejemplo, las familias Kv5, Kv6, Kv8 y Kv9 las cuales codifican subunidades que no 

producen canales funcionales por sí mismas, sino que forman heterotetrámeros con la familia 

Kv2, incrementando la diversidad funcional de la familia; 3) Interacción con proteínas 

accesorias, por ejemplo, una variedad de otros péptidos han mostrado asociación con los Kv 

modificando sus propiedades. Entre estas proteínas accesorias se puede mencionar el 
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KCHIP2 (Kv4), calmodulina (Kv10) y MinK (Kv11), entre otras. 4) “Splicing” alternativo 

de ARNm en donde algunas familias (Kv2, Kv3, Kv6, Kv7, Kv10 y Kv11) tienen regiones 

codificantes formadas por varios exones que son empalmados alternativamente, proveyendo 

de otra fuente de diversidad; y 5)Modificaciones post-traduccionales, en donde algunos 

canales son modificados por fosforilación, ubiquitinación y palmitoilación, que modifican la 

función del canal iónico19,24. 

1.4.2 Toxinas de Alacrán 

Por su afinidad, diversas toxinas de alacrán han sido utilizadas para estudiar la estructura y 

función de los canales iónicos. Entre las mejor caracterizadas del veneno de estos animales 

se encuentran las toxinas específicas para canales de Sodio (NaTxs) y aquellas específicas 

para canales potasio (KTxs). 

Las KTxs se dividen en 3 familias: ,  y 25. Las toxinas  y  son el grupo minoritario. Las 

 se diferencian de las otras dos porque son específicas para los Kv denominados ether-a-

go-go (Kv11.x) y las toxinas  por ser  más grandes, llegando hasta 64 aminoácidos de 

longitud26. 

 

Las toxinas  (-KTx) representan el grupo más numeroso, con péptidos de 23 a 43 

aminoácidos de longitud, entre los cuales se cruzan 3 o 4 enlaces disulfuro27. En la base de 

datos “Animal Toxin Database” se tienen registradas 20 subfamilias de este tipo de péptidos. 

Las -KTx han probado ser una herramienta poderosa para estudiar las características 

farmacológicas, biofísicas y estructurares de los canales de K+. La localización del sitio de 

unión de las -KTx con la parte externa del poro del canal fue crítica para la identificación 

de los aminoácidos que forman el poro y para el mapeo en la superficie de interacción28.  

1.5 Estado del arte: Interacción de las Toxinas de Alacrán con los Kv 

 

En una revisión de Rodríguez de la Vega et al., (2003)27, se describieron 3 tipos de interacción 

para estos péptidos. El primero y mejor documentado (“modo clásico”), consiste en la hoja 

beta de la toxina bloqueando el poro del canal mientras una “K” se introduce en el filtro de 

selectividad (Fig. 2, izquierda); el segundo, reportado en toxinas especificas a canales KCa, 

consiste en la hélice de la toxina bloqueando el poro del canal (Fig. 2, centro); el tercer tipo, 
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presente en toxinas  específicas a canales Herg, consiste en una interacción donde la toxina 

está posicionada con la hélice de modo vertical sobre el poro (Fig. 2, derecha). 

 

Figura 2. Modos de interacción (Rodríguez de la Vega et al., 2003) 

 

La interacción de estas moléculas ha sido estudiada mediante diversas metodologías, pero la 

información más detalla ha sido obtenida mediante estudios computacionales29,30, ciclos de 

dobles mutantes18 y estudios de RMN31,32.  En estos trabajos se ha obtenido información 

valiosa sobre los residuos responsables en la afinidad por los canales. Dos residuos que se 

conservan en la mayoría de las KTxs de alacrán han sido reportados como importantes en 

toxinas bloqueadoras de Kv. Estos residuos son una “K” y un aminoácido aromático, 

comúnmente una “Y”, y a los cuales se les ha llamado como “diada funcional”. Se ha visto 

que mutaciones en cualquiera de estos 2 residuos repercute drásticamente en la afinidad. Los 

residuos “K” y “Y” también se encuentran conservados en toxinas de otros animales33. Otros 

resultados importantes que han arrojado estudios de estructura en estos complejos es el de 

la Kaliotoxina con el Kv1.3. En un estudio por RMN en estado sólido se demuestra que el 

cambio conformacional del Kv1.3 más significativo, al interaccionar con la toxina, se da en 

el filtro de selectividad31 y, de manera sorprendente, no se observan cambios drásticos en las 

señales de RMN en lo que resta de las subunidades, lo cual no es fácilmente explicable dada 

la naturaleza asimétrica de la toxina. Posteriormente, en un estudio más detallado de dinámica 

molecular en conjunto con estudios de RMN y electrofisiología se demostró, que, en efecto, 

hay cambios en esa región, los que a su vez tienen una explicación electrofisiológica. Todo 

esto viene a relación por un estudio previo, donde al mutarse un residuo “D” por “A”, el 

canal ya no logra entrar al estado inactivado34, lo cual se explica por la ruptura de la 
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interacción del par “E-D” del canal. En el estudio de dinámica molecular se pudo observar 

cómo, al acercarse la toxina, el “D” se voltea con dirección al exterior para interaccionar con 

ella. A su vez, se demostró que la toxina tiene mayor afinidad en el estado activado del canal, 

lo que indicaría que la interacción de este par de residuos ácidos es una de las principales 

determinantes para mantener al canal en estado inactivado30.  

La única estructura de un complejo toxina-canal resuelta hasta el momento es el de la  KcsA 

con la charibdotoxina (PDB: 2A9H)32, la cual fue utilizada como punto de partida para una 

evaluación del programa FoldX, que a su vez se utilizó para generar las mutaciones In Silico 

de este trabajo. 
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1 Discrepina 

 

La Discrepina (-KTx15.6) es un péptido que proviene del veneno del alacrán Tityus 

discrepans. Tiene 38 aminoácidos de longitud, con un grupo piroglutámico en la región N-

terminal y una masa molecular de 4,177.7 Da35. Posee el motivo estructural alfa/beta 

estabilizado por cisteínas (/-EC), característico de las toxinas de alacrán, que consiste en 

una hélice alfa empaquetada por medio de enlaces disulfuros con una hoja beta. Su estructura 

se encuentra resuelta experimentalmente por medio de RMN y depositada en la base de datos 

“Protein Data Bank” con el código 2AXK36. Al igual que las demás toxinas de la subfamilia 

-KTx15, bloquea corrientes Tipo-A de canales de potasio dependientes de voltaje. Se han 

reportado 6 miembros de esta subfamilia de toxinas capaces de bloquear estos canales (Tipo-

A). Sin embargo, solo se encuentra resuelta la estructura de la Discrepina, y existe poca 

información de los residuos involucrados en el reconocimiento hacia su receptor 37. 

 

La Discrepina tiene algunas características en su estructura primaria que la destacan de otras 

toxinas de animales dentro de la subfamilia -KTx15; su secuencia de aminoácidos tiene 

entre 48 y 51% de identidad con respecto a las demás, mientras que el resto son relativamente 

más conservadas entre ellas, con más de 89% de identidad. Otra característica única de 

Discrepina es que posee la inserción de una “K” extra (K13) en la región del N-terminal. 

También es de destacar la alta variabilidad en la zona entre “C” 3 y 4, respecto a las otras 

secuencias (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Toxinas de la subfamilia alfa-KTx15. 

 

Péptido Secuencia de Aminoácidos Identidad 

(%) 

Discrepin ZIDTNVKCSGSSKCVKICIDRYNTRGAKCINGRCTCYP 100 

Aa1 ZNETNKKCQGGS-CASVCRRVIGVAAGKCINGRCVCYP 48 

BmTx3 ZVETNVKCQGGS-CASVCRKAIGVAAGKCINGRCVCYP 51 

AmmTx3 ZIETNKKCQGGS-CASVCRKVIGVAAGKCINGRCVCYP 51 

AaTx1 ZIETNKKCQGGS-CASVCRRVIGVAAGKCINGRCVCYP 51 

AaTx2 ZVETNKKCQGGS-CASVCRRVIVVAAGKCINGRCVCYP 48 

 * :** **.*.* *..:*     . ..*******.***  
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Z = Grupo piroglutámico. El asterisco (*) indica que se conserva el residuo en esa posición, los dos puntos (:) 
que hay un residuo con propiedades estructurales o fisicoquímicas similares, el punto (.) que hay residuos 
ligeramente parecidos y el espacio que son residuos con diferentes. 

 

 

Se ha demostrado, en ensayos de electrofisiología con células granulares de cerebelo de rata, 

que la Discrepina bloquea de manera irreversible la corriente Tipo-A. Esto se observó 

mediante un ensayo donde no se aprecia una recuperación de la corriente después del lavado, 

característica que solo había mostrado anteriormente la toxina BmTx335.  

 

A su vez se ha reportado que las corrientes Tipo-A son producidas por miembros de tres 

familias de canales Kv: Kv1.4, Kv3.4 y la Kv4.x. En células granulares de cerebelo se 

considera que esta corriente es generada principalmente por los canales Kv4 ya que existen 

reportes donde se ha observado una gran abundancia de los mismos24,38,39. Los canales de 

Potasio, responsables de las corrientes Tipo-A, son de particular interés porque regulan la 

frecuencia de disparo, la fase ascendente y la forma del potencial de acción en las células 

excitables y pueden contribuir a funciones especializadas como el aprendizaje, la memoria o 

el comportamiento. Por esto los canales iónicos que producen corrientes tipo A representan 

un blanco interesante para controlar desordenes relacionados al SNC, como la epilepsia, 

demencia, ansiedad, el dolor y la depresión 24. 

2.2. Estudios de Interacción con la Discrepina 

 

Diversos esfuerzos se han realizado con el objetivo de entender y encontrar los residuos 

importantes en el efecto de bloqueo de la Discrepina en las corriente tipo A de células 

granulares de cerebelo. Anteriormente, se produjeron 8 variantes de la Discrepina, las cuales 

fueron sintetizadas químicamente (V6K, I19R, D20K, T35V, I19R-D20K, I19R-D20K-

R21V, V6K-D20K y una deleción de K13), plegadas y analizadas electrofisiológicamente40. 

En la Tabla 2 se muestra que la substitución de los residuos V6 y D20 por un aminoácido 

cargado básicamente (K) incrementó la actividad bloqueadora de la Discrepina, 

específicamente las mutaciones V6K y D20K en el segmento N-Terminal de la toxina. No 

obstante, se obtuvo información de los residuos importantes para el bloqueo, pero el efecto 

de la irreversibilidad no pudo ser explicado, por lo que son necesarios más estudios de 

estructura y función con el péptido y su receptor. Otras variantes han sido ensayadas 

demostrando la importancia en la interacción, como K13, residuo que al ser eliminado de la 

secuencia reduce el bloqueo hasta un orden de magnitud. 
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Tabla 2. Experimentos electrofisiológicos de la Discrepina, sus variantes y 3 homólogos. 

Péptido Corriente tipo A* (IC50, nM) 

 

IC50 (nM) 

WT Discrepina 190  30 
[V6K, D20K] 22  2.0 

[K13deleción] >2000 
V6K  51  4.7 
I19R 335  45 

D20K  96  21 
[I19R, D20K] 235  87 

[I19R, D20K, R21V] 764  238 
T35V 261  25 
Aa1 150  12 

BmTx3 54 
AmmTx3 131 

*Corriente tipo-A en células granulares del cerebelo 

 

En este trabajo se propuso buscar blancos de la Discrepina que permitan estudiar su 

interacción mediante el uso de herramientas computacionales aprovechando las mutantes 

que ya se tienen, y nuevas a proponer, para hacer estudios de correlación entre la simulación 

molecular y los datos experimentales. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

Las herramientas de Modelado Molecular surgen como una alternativa en el estudio 

estructural de los canales de potasio y sus ligandos, dada la dificultad que representa resolver 

experimentalmente sus estructuras y, además, su conservación estructural nos permite 

modelarlos con buen grado de confiabilidad. 

Una mejor comprensión de los detalles de la interacción de las toxinas con los Kv nos 

permitirá conocer las determinantes moleculares de la especificidad y, con esto, se tendrán 

herramientas para desarrollar ligandos con mejor afinidad. 

 

 

4. HIPÓTESIS 

 

La correlación de la afinidad obtenidos de forma in vitro con la determinación de propiedades 

obtenidas a través de simulación molecular permitirá resolver detalles moleculares de la 

interacción de Discrepina con sus receptores y se podrá predecir las modificaciones para 

diseñar variantes que mejoren la afinidad y especificidad de la toxina.  
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5. OBJETIVO GENERAL 

 

Identificar los sitios de interacción entre la Discrepina y sus receptores mediante la 

comparación de datos experimentales con datos in silico.  

 

5.1 Objetivos particulares 

 

1. Identificar canales blanco de la Discrepina mediante ensayos electrofisiológicos con los 

canales Shaker, Shab, de Drosophila melanogaster, y los de humano Kv1.4 y Kv4.3.  

2. Construir modelos de los Kv identificados como blanco y de las variantes de la Discrepina 

mediante modelado por homología. 

4. Generar modelos de los complejos de la Discrepina y sus variantes con los Kv blanco 

mediante técnicas de “Docking Molecular”. 

5. Diseñar variantes mediante herramientas computacionales para el diseño de proteínas con 

la finalidad de predecir los cambios de afinidad con su receptor. 
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6. MÉTODOS 

 

6.1 Búsqueda del canal blanco 

 

Los ensayos de electrofisiología se llevaron a cabo en colaboración con 3 laboratorios. En el 

laboratorio del Dr. Froylan Gómez Lagunas, de la Facultad de Medicina de la UNAM, se 

ensayaron, en primera instancia, la Discrepina y su variante V6K-D20K (DM). El primer 

canal probado, dada su naturaleza de corriente tipo-A fue el Shaker. También se ensayó el 

canal Shab, ambos del insecto Drosophila melanogaster. El protocolo para el experimento fue el 

siguiente: 

Se ensayó la Discrepina y su variante DM en los canales antes mencionados expresados de 

manera heteróloga en la línea celular de insecto Sf9. Se infectó con una multiplicidad de 

infección de 10 con un baculovirus recombinante conteniendo el cDNA de Shab11. Los 

registros electrofisiológicos se realizaron 48 h después de la infección. Posteriormente, en la 

electrofisiología, se registraron corrientes macroscópicas bajo fijación de voltaje utilizando la 

configuración de “whole-cell” de patch-clamp, empleando un amplificador Axopatch 1D 

(Axon) y una interface Digidata 1322A (Axon). Los canales se activaron con pulsos 

despolarizantes de 30 ms de -50 a +50 mV aplicados en incrementos de 10 mV desde el 

potencial de mantenimiento de -80 mV, aplicándose cada 3 segundos. 

En colaboración con la Dra. Rita Restano-Cassulini de nuestro laboratorio se ensayó el canal 

Kv4.1 de rata, expresado de manera hetérologa en células CHO de humano.  

Los ensayos de los canales Kv4.3 se realizaron en el Instituto de Biofísica de Genova (Italia) 

por la Dra. Cristiana Piccoy del Kv4.3 en el laboratorio de neurobiología estructural de la 

universidad de Leuven, Bélgica, a cargo del Dr. Jan Tytgat. 

De estos canales ensayados se encontró bloqueo con el canal Shab, Kv4.2 y el Kv4.3. Detalles 

en la sección de resultados. 
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6.2 Modelado por homología 

 

Se realizaron modelos por homología de los canales Shab y Kv4.3 con el programa 

Modeller9v841. El procedimiento que se siguió es el siguiente: 

 

Shab y Kv4.3 

 

1) Elección de plantilla. La plantilla a escoger debe de ser el de mejor resolución y con 

mayor similitud de secuencia respecto al de interés. En este caso, la estructura con mejor 

resolución es la de la quimera Kv2.1-1.2 (PDB:2R9R). En particular, se realizó una inspección 

detallada de la densidad electrónica en la zona del poro, donde 2R9R mostraba mayor 

coherencia entre la densidad electrónica calculada y la estructura reportada de esta región. 

2) Alineamiento. El alineamiento se realizó solamente en la región S5-P-S6, por ser donde 

se encuentra la zona de interface del canal con las -KTx. Todos los alineamientos fueron 

generados con el programa ClustalX42. 

3) Modelamiento. Se utilizaron restricciones de simetría -como es recomendado por los 

desarrolladores del software para proteínas con múltiples cadenas polipeptídicas- con la 

finalidad de tener conformaciones similares en cada monómero. También recomiendan 

generar un mayor número de modelos en lugar de crear uno con un nivel alto de 

parametrización, por lo que se generaron 100 modelos y se escogió el de menor energía. 

Posteriormente se realizó una minimización energética del modelo mediante el método de 

descenso rápido con las condiciones predeterminadas del programa Chimera para eliminar 

posibles inconsistencias estéricas. 

 

V6K-D20K: 

 

1) Elección de plantilla. Se omite una búsqueda de plantilla al ya encontrarse resuelta la 

estructura de la Discrepina. 

2) Alineamiento de las dos secuencias. 

3) Modelamiento. Para una mayor diversidad de conformaciones se decidió usar las 10 

estructuras del archivo del PDB: 2AXK para modelar la variante V6K-D20K (DM). Se 

generaron 100 modelos por cada estructura de la Discrepina y se escogieron los 5 de menor 

energía de cada una. 
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Las estructuras se relajaron mediante una minimización energética con el método descensos 

rápidos para eliminar repulsiones estéricas. 

 

 

6.3 Docking Molecular 

 

Dada su mejor afinidad, DM se utilizó para el “Docking” con los canales. Esto se realizó, 

pensando que los dos residuos cambiados se encontrarían haciendo alguna interacción, lo 

que podría servir en la selección de los modelos del complejo. 

 

Shab-DM 

 

El “Docking” para el complejo Shab-DM se realizó con el programa ZDOCK3.0 43. En el 

primer  caso se dejó rotar libremente a los modelos de DM en el poro del Shab. Para esto, lo 

primero que se hizo fue restringir el “Docking” a la región del poro, bloqueando la búsqueda 

en las regiones transmembranales, y la parte intracelular del canal. Se utilizó la opción de 6º 

en la rotación del ligando y se calcularon 54,000 complejos en cada corrida de “Docking” 

(54,000x9 = 486,000*) ordenados de menor a mayor energía de acuerdo a la función de 

energía de ZDOCK. Se eliminan átomos de hidrógeno antes de cada corrida. 

 

 

Kv4.3-DM 

 

El Docking de estas proteínas se realizó con ZDOCK de la misma manera en la que se 

describió para Shab-DM. También se enviaron a los Servidores ClusPro2.0 y RosettaDock. 

Para los últimos dos se sometieron 5 corridas con 5 modelos de DM distintos. 

 

6.4 Clasificación de los modelos 

 



 25 

Shab-DM 

Los 54,000 complejos de cada corrida se sometieron a un re-cálculo de la energía de 

interacción con ZRANK, el cual ha mostrado mejorar significativamente el éxito en las 

predicciones iníciales de ZDOCK44. Antes de usar ZRANK se tienen que agregar los 

hidrógenos polares en las proteínas.  

6.5 Refinamiento de complejos 

 

Los programas para refinar y elegir los complejos fueron: PLOP45, FireDock46 y FoldX47. El 

programa PLOP se usó exclusivamente para minimizaciones energéticas, mientras que 

FireDock para refinar mediante librerías de rotámeros y FoldX para elegir otro modelo con 

base a una función de energía distinta. Se decidió seguir 3 estrategias, en donde se escogería 

el mejor modelo en cada una, donde el criterio final para elegir sería la energía de enlace 

calculada por ZRANK, FireDock y FoldX, respectivamente. Las estrategias fueron las 

siguientes: 

 

Estrategia ZRANK (Modelo 1) 

 

En esta estrategia se escogió el mejor modelo según la función de energía de ZRANK. 

Primero se hicieron minimizaciones energéticas con PLOP a los 10 mejor posicionados en 

la lista de ZRANK. Una vez minimizados, se volvió a calcular la energía de enlace con 

ZRANK y se seleccionó el de menor energía. 

 

Estrategia FireDock (Modelo 2) 

 

Los mejores mil de la lista de ZRANK se recalcularon con FireDock mediante 2 pasos: 

 

1)  Los mil modelos fueron recalculados con FireDock permitiendo flexibilidad –

mediante una librería de rotámeros restringida en las regiones con repulsiones estéricas– 

entre las moléculas y 25 ciclos de optimización de cuerpos rígidos (RBO por sus siglas en 

inglés). 

 

2)  Los 25 con mejor energía del paso anterior se sometieron a un refinamiento 

completo. Este consiste en darle flexibilidad a todas las cadenas laterales presentes en la 
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interface mediante una librería de rotámeros ampliada y 25 ciclos de RBO. En este paso 

fueron eliminados falsos positivos de manera manual, considerándose falsos positivos 

aquellos que no taparan en su totalidad el filtro de selectividad. 

 

Los diez con la mejor energía -después de la refinación completa- se minimizaron con PLOP 

y posteriormente se calculó la fuerza de enlace -utilizando la función de FireDock-  para 

elegir el de menor energía. 

 

Estrategia FoldX (Modelo 3) 

 

Las energías de interacción de los 10 minimizados con PLOP en la estrategia del modelo 1 

se calcularon con la función de energía de FoldX, eligiéndose el de menor energía. 

6.6 Simulaciones con PELE 

Los 3 modelos en el refinamiento de complejos y el obtenido en RosettaDock para el 

complejo Kv4.3-DM se sometieron a simulaciones con PELE44para explorar el paisaje 

energético de las moléculas en interacción y buscar complejos más estables que nos puedan 

ayudar en un análisis más robusto de las energías de los residuos. 

 

Se hicieron corridas para cada uno de los modelos con el programa PELE. Los parámetros 

que se le dieron al programa fueron perturbaciones ligeras a la toxina en conjunto con 

optimizaciones de cadenas laterales y ciclos de minimización en 500 pasos. PELE (Protein 

Energy Landscape Exploration), combina algoritmos de predicción de estructura con el 

método de Metrópolis Monte Carlo48, y utiliza un campo de fuerza de todos los átomos. La 

técnica consiste principalmente en la perturbación del ligando seguido de muestreos de 

cadenas laterales y minimizaciones energéticas de las moléculas. 

 

 

6.7 Mutantes y Diseño 

 

Para estudiar la estabilidad de los residuos de la toxina en el complejo se utilizó el programa 

FoldX. En busca de una variante que incremente la afinidad por el canal se mutó cada uno 
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de los residuos de la toxina (con excepción de Z y C’s) por los 18 aminoácidos restantes en 

los 4 modelos.  

Se seleccionaron aquellos cambios que coincidieran en los 3 modelos con energías de 

estabilización favorables, o que pudieran ayudarnos a discernir entre los múltiples modelos 

obtenidos en los procesos de “Docking Molecular”. 

 

6.8 Purificación y plegamiento de variantes 

 

Se sinterizaron las mutantes seleccionadas en la sección de “Mutantes y Diseño” con la 

empresa GenScript. El péptido crudo se purificó mediante cromatografía líquida de alta 

presión en fase reversa (HPLC), utilizando como disolvente de elución TFA al 0.12% en 

agua (A) y TFA al 0.1% en acetonitrilo (B), en una columna C18. Las fracciones con los pesos 

moleculares esperados se aislaron para su análisis. 

 

Posteriormente se hicieron ensayos de plegamiento de la toxina. El proceso de oxidación de 

las cisteínas de las variantes de Discrepina se realizaron en una solución acuosa de Tris-base 

0.2 M, con 1mM/0.1mM de glutatión reducido y oxidado, respectivamente. Todo esto se 

realizó a un pH de 8, dejándose a temperatura ambiente durante 12 h. 

  



 28 

7. RESULTADOS 

 

Basados en la descripción de los antecedentes se conoce de antemano que Discrepina afecta 

los receptores que generan las corrientes de potasio tipo A, por lo tanto, se seleccionaron 

aquellos canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) disponibles en nuestro laboratorio 

y en laboratorios de colaboradores que investigan sobre la electrofisiología de los Kv. De 

esta manera, el Dr. Froylan Lagunas de la Facultad de Medicina de la UNAM realizó ensayos 

en los Kv Shaker y Shab de Drosophila melanogaster. La Dra. Rita Restano del Instituto de 

Biotecnología realizó ensayos en hKv1.4. Finalmente, el Dr. Jan Tytgat del Laboratorio de 

Toxicología de Leuven (Bélgica) y la Dra. Cristiana Picco del Instituto de Biofísica de Genova 

(Italia) realizaron ensayos en el rKv4.2 y rK4.3, respectivamente. 

 

7.1 Búsqueda del receptor blanco 

 

La búsqueda del receptor blanco más adecuado al desarrollo de este proyecto se realizó 

mediante el uso de la Discrepina y una variante de ella, la Discrepina [V6K-D20K] o DM, la 

cual tiene una alta actividad inhibitoria de las corrientes tipo A en células granulares de 

cerebelo de rata. Los resultados de inhibición de estos péptidos sobre los Kv indican que 

ambos péptidos fueron capaces de bloquear el canal Shab de Drosophila melanogaster, el Kv4.2 

y el Kv4.3 (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Ensayos de electrofisiología 

   IC50(µM)*   

Péptido  fShaker fShab hKv1.4  rKv4.2  rKv4.3  

Discrepina nd 0.160 (b) >2 (nb)  2 (b)  0.270 (b)  

V6K-D20K  >2(nb) 0.115(b) >2 (nb) 3 (b)  0.144 (b)  

* IC50determinada.; nd= No ensayado; n/b = no bloquea; b = bloquea. 
f = Drosophila melanogaster; h = Humano; hKv1.4, r = rata; rKv4.x 

 

La Discrepina y la DM fueron capaces de inhibir las corrientes de los canales Shab y 

Kv4.3. Aunque también pudieron bloquear el canal Kv4.2, solo se seleccionó un canal para 

los ensayos electrofisiológicos, siendo éste el Kv4.3 ya que solo hay un cambio en la región 

S5-P-S6 (Ser por Ala) entre Kv4.2 y Kv4.3, encontrándose en una región de la hélice del poro 

que no forma parte de la interface.  
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7.2 Actividad de Discrepina y variantes en el canal Shab 

El canal Shab es un canal de tipo “rectificador tardío” (Fig. 3A) y hasta el momento no se 

tenía reporte de ningún bloqueador de origen peptídico sobre este receptor ni de sus 

homólogos en mamífero49 por lo que la Discrepina es el primero de este tipo. También es 

necesario señalar que en este canal es posible la recuperación de la corriente, a diferencia de 

los ensayos en las células granulares de cerebelo, donde el bloqueo es irreversible. La Fig. 3B 

muestra que el bloqueo es independiente de voltaje, cómo es común en esta familia de 

toxinas. La afinidad calculada (IC50) para la Discrepina con el Shab fue de 160 nM (Tabla 3) 

y para la variante [V6K-D20K] fue de 115 nM (Tabla 3; Fig. 3C).   

 

 

 

 

Figura 3. Inhibición del canal Shab por la variante [V6K-D20K]. A) Corrientes control (izquierda), en 
presencia de toxina (centro) y después de lavar durante 1 min (derecha); B) curva I-V de los trazos en A; C) 
curva dosis-respuesta (IC50=115nM). 

Una vez conocido que el canal Shab era susceptible a Discrepina, se ensayaron también 

otras variantes de este péptido (V6K, D20K e I19R, Fig. 4) con el propósito de obtener 

mayor y mejor información para evaluar los modelos que se generarán en el “Docking 

Molecular”. En la Fig. 4 se muestran las curvas dosis-respuesta de Discrepina y de las 

variantes V6K, D20K, V6KD20K y I19R 
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Figura 4. Constantes de disociación. A) Wildtype; B) V6K; C) D20K; D) V6K-D20K; E) I19R 

 

En la Tabla 4 se resumen las constantes de afinidad obtenidas con su respectivo error 

estándar, en las cuales las variantes D20K y V6KD20K tuvieron la mejor afinidad sobre el 

canal Shab. 

Tabla 4.  Constantes de afinidad de Discrepina y variantes con el Shab 

Péptido Kd (nM) 

Discrepina 160 ± 0.4 

V6K 177±0.07 

D20K 121±0.07 

DM (V6K-D20K) 115±15.6 

I19R 250±nd 

nd- no determinada 



 31 

7.3 Modelado por homología de los canales Shab y Kv4.3, y de variantes de 

Discrepina. 

Los alineamientos de hKv1.2 con Shab y Kv4.3 realizados con ClustalX muestran que no 

hay inserciones o deleciones en dicha secuencia (Fig. 5). Así pues, se puede deducir que la 

topología general de las estructuras se encuentra altamente conservada. En los alineamientos 

Shab-Kv1.2 y Kv4.3-Kv1.2 hay una identidad del 58.5 y 55.8%, respectivamente. Las 

regiones alineadas se muestran en las secuencias siguientes: 1-40 (Segmento 5), 41-74 (poro), 

75-111(Segmento 6).  

 

Figura 5. Alineamiento de Shab y Kv4.3 con el Kv1.2 y de la Discrepina con la variante V6KD20K. En 
el alineamiento de Discrepina-DM se señala con la letra en negrita donde están los cambios. El asterisco (*) 
indica que se conserva el residuo en esa posición, los dos puntos (:) que hay un residuo con propiedades 
estructurales o fisicoquímicas similares, el punto (.) que hay residuos ligeramente parecidos y el espacio que son 
residuos con diferentes. 

 

Una vez hechos los alineamientos y generados los modelos (100 en cada caso), se elige el de 

menor energía. Para la variante DM se modelaron 9 versiones, una con cada modelo de los 
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contenidos en la estructura 2AXK. Esto es para tener un mayor muestreo conformacional 

de la toxina al realizar el “Docking” con los canales. Las estructuras elegidas se sometieron a 

una minimización energética antes del “Docking”. 

7.4 “Docking” de la interacción Shab y la variante V6K-D20K de la Discrepina 

7.4.1 Estrategia ZRANK 

Se calcularon las energías de interacción de los 10 mejores modelos de ZRANK después de 

ser minimizados. En la Tabla 5 se muestran las energías antes y después de minimizarse. 

Tabla 5. Top 10 de ZRANK 

 

*El número al inicio es el lugar en el ranking de ZRANK y el número al final se refiere a la estructura plantilla 

que se utilizó. 

 

El complejo que se encontraba en el sexto lugar del ranking pasó a ser el primero después 

de la minimización con PLOP (en rojo). A este complejo se le llamó Modelo 1 o (Shab-

M1). 

 

7.4.2 Estrategia FireDock 

 

Después del refinamiento completo de los 25 mejores provenientes del refinamiento 

restringido se tomaron los 10 con menor energía. Estos 10 complejos se minimizaron con 

PLOP y se recalcularon las energías de interacción (Tabla 6), donde el mejor modelo siguió 

siendo el predicho después del refinamiento completo (letras rojas en Tabla 7). Al modelo 

1.DM.fd se le llamó Modelo 2 (o Shab-M2). 
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Tabla6. Top 10 FireDock 

 

*Energías de interacción después de la minimización energética. 

 

7.4.3 Estrategia FoldX 

 

Se calculó la energía de interacción con FoldX del Top10 minimizado de ZRANK y se 

obtuvo al modelo 4.DM2 como el complejo con la energía de enlace más favorable (Tabla 

8). Al modelo 4.DM2 se le llamó Modelo 3 (o Shab-M3). 

Tabla 7. Top 10 FoldX 
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7.4.4 Análisis de los 3 modelos 

Desde el top 10 de ZRANK ya se apreciaba una tendencia por el modo de interacción de la 

hoja beta del péptido bloqueando el poro del canal (Fig. 6), donde 8 complejos se 

encontraban interaccionando de esta manera, con la K28 en el filtro de selectividad. De los 

3 modelos finales seleccionados con las 3 funciones de energía distintas también se conserva 

la tendencia. El “rmsd” de todos los átomos de los 3 péptidos es menor a 2 Angstroms (Fig. 

6). Estos tres modelos se utilizaron para los estudios estructurales. 

En la Figura 6 también podemos observar que la diada funcional, conformada por K28 y 

Y37  “K” está en la zona de la interface, y que K6, un residuo reportado como importante 

en el bloqueo de la corriente en células granulares de cerebelo de rata, se encuentra fuera de 

la interface. 

 

Figura 6. Superposición de los 3 modelos finales. En verde el canal, en color amarillo, cian y magenta la 
Discrepina V6KD20K de los tres modelos. 

 

7.5 Análisis de residuos en los modelos con Shab 

7.5.1 Escaneo de posiciones con FoldX. 

 
Se realizaron mutaciones en cada posición de la secuencia de Discrepina para ver que 

posiciones eran las más susceptibles a aceptar o no cambios.  Se observó que las posiciones 

que más aceptaban cambios eran la 12 y la 35, permitiendo 30 y 21 cambios, respectivamente. 
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Un dato a destacar, como se puede apreciar en la Figura 12, es que en los 3 modelos había 

permisividad para mutaciones en esas 2 posiciones (Fig. 7). Otras posiciones que sobresalen 

por su permisividad son la 3, 5, 6, 21, 24, 25 y la 33. 

 
Figura 7. Permisividad de residuos de Discrepina en el modelo Shab. La figura representa el número de 
veces en que un cambio resultaba energéticamente favorable en cada uno de los modelos de Shab. Se destacan 
con asterisco las posiciones que aceptaron más cambios. 

 

Al analizarse la energía ganada en dichos cambios, se logra rescatar que, además de Ser 12 y 

35 las posiciones con mayor permisividad, también son estos cambios mejores en términos 

energéticos (Fig. 8). Se puede destacar que las posiciones 24 y 25, las cuales también tenían 

un alto número de permisividad, tienen cambios con ganancias significativas, por cual lo 

cual son posiciones interesantes a analizar. 
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Figura 8. Diagrama de cajas con la distribución de todas las mutaciones que fueron benéficas en 
cada posición. La caja contiene el 50% de los datos más cercanos a la mediana que, a su vez, se representa 
por la línea que cruza la caja. Los bigotes son máximos y mínimos, y el punto es la media. Las cajas con 
asterisco son las que tienen cambios con una mejor ganancia de energía. 

 

Para analizar las mutaciones independientes se realizó un diagrama de dispersión, con los 

datos de los 3 modelos (Fig. 9). En esta figura se muestran los datos con ganancia energética 

a partir de 1 Kcal/mol. En la posición 12, destacan 4 residuos que se encuentran por encima 

de las 1.5 Kcal/mol: Leu, Gln, Met y Tyr. En la 35 los que se encuentran por encima de las 

1.5 Kcal/mol son: Phe, Lys, Ile, Leu, “Y, Val y Met. En ambos casos la mayoría de los 

cambios son por residuos hidrofóbicos. 
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Figura 9. Diagrama de dispersión de mutaciones independientes. Mutaciones independientes de cada 
modelo. 

 

En otro análisis de los mismos datos, se muestra el promedio de aquellos cambios aceptados 

en los 3 modelos. Los datos que se presentan en la Figura 15 son aquellos que tienen una 

ganancia promedio de más de 0.5 Kcal/mol. Se destacan aquellos que sobrepasan 1 

Kcal/mol, y entre ellos podemos señalar para la posición 12 la Leu y la Met. Para la posición 

35, con menos Kcal/mol promedio con respecto a la posición 12 pero con más residuos por 

encima de las 1 Kcal/mol se aprecian la Ile, Leu, Val y una Met. Otra vez es importante 

señalar que los promedios de los mejores cambios pertenecen a residuos hidrofóbicos (Fig. 

10). 
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Figura 10. Promedio de cambios aceptados en los 3 modelos. Cada símbolo representa la media de los 
cambios aceptados en los 3 modelos a partir de 0.5 Kcal/mol. 

Con base en estos resultados se eligieron las posiciones 12 y 35 para ser exploradas.  

 

7.6 Mutantes In Silico 

Se generaron mutaciones “in silico” de las variantes ensayadas en electrofisiología para hacer 

una comparación entre ambas y los resultados se resumen en la Tabla 8. 

Tabla 8. Cambios de las energías libres de estabilización e interacción de las variantes de Discrepina 
con el canal Shab 

Variantes Experimental  Modelo 1  Modelo 2  Modelo 3* 

 IC50 (nM) ∆∆G ∆∆G
S
 ∆∆G

B
 ∆∆G

S
 ∆∆G

B
 ∆∆G

S
 ∆∆G

B
 

Discrepina 160 - -  -  -  -  -  -  

V6K  177 0.06 -0.82  -0.25  -0.94 0.2  0.16 -0.04 

D20K  121 -0.17 -0.66 -0.38  -1.03 -0.72  -0.22 -0.4 

V6K-D20K  115 -0.2 -1.38  -0.76  -1.76  -0.51  -0.27 -0.54 

I19R  250 0.26 0.68 0.25  -0.25 -1.24 0.67 0.4 

∆∆G = RT ln(IC50mut/IC50wt); ∆∆G
S
 = Cambios de la energía libre de estabilización; ∆∆GB = 

Cambios de la energía libre de interacción.                                   Datos en Kcal/mol. Los datos se 
generaron con el campo de fuerza FoldX. 
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Cada mutación se repitió 5 veces con la finalidad de ver si la energía convergía y obtener una 

media del cálculo. Se realizaron regresiones lineales de los datos calculados para cada modelo 

contra los datos experimentales (Fig. 11), y se calculó el coeficiente de correlación de Pearson 

( r ) y r², para determinar cuál modelo ajustaba mejor con los datos experimentales. Los datos 

muestran que M1 y M3 se ajustan mejor con ∆∆Gexp con un r2 de 0.87 y 0.99, respectivamente 

(Fig. 11, tabla inferior derecha). Estos resultados indican que existe una correlación adecuada. 

Sin embargo, en M2 se obtienen resultados que indican que no existe correlación (r2 = 0.1), 

además de mostrar discrepancias entre la energía de estabilización (E) y de interacción (I), 

(cómo se calculan). Analizando la Tabla 8 se puede constatar que el cambio que está 

generando el ruidoesI19R, por lo que un análisis más detallado del residuo resulta esencial.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Regresiones lineales de los ∆∆G experimentales en función del ∆∆G calculado con FoldX 

en los 3 Modelos. Tabla con el coeficiente r y r². E = Estabilidad; I = Interacción. 

Modelo Pearson r r² 

 E I E I 

M1 0.87 0.94 0.75 0.87 

M2 0.89 -0.3 0.8 0.1 

M3 0.99 0.99 0.99 0.99 
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7.7 Análisis estructural de las mutaciones 

Para el análisis estructural se utilizó M1i, el cual tenía un buen coeficiente de correlación en 

ambas energías, pero principalmente en la de interacción (r = 0.94; r² = 0.87). En la Fig. 12 

se muestran los 3 residuos en cuestión. Discrepina se muestra en rosado, mientras que los 

cambios de DM (V6K-D20K) se muestran en naranja. Mediante esta figura se puede explicar 

el motivo de la diferencia de afinidad. Se puede observar como la posición 6 se encuentra 

fuera de la interface, por lo que la sustitución no resulta relevante en el cambio de afinidad. 

La posición 20K, en cambio, logra formar un puente salino con un “D” de la torreta del 

canal. Por qué no se observa un cambio drástico en la afinidad cuando se cambian residuos 

con cargas distintas, puede explicarse por los residuos básicos que también circundan la 

torreta del canal. Al encontrarse el D20 en la toxina, bien puede existir atracción electrostática 

con la “K” que se muestra en la figura. Al mutarse D20K, esa lisina cambia de posición por 

la repulsión electrostática. 

 

Figura 12. Interacción de los residuos V6K, I19R y D20K.Los residuos V6K, I19R y D20K se muestran 
como bastones. Los residuos del canal que están a 4 A de distancia de los residuos de la toxina mencionados 
también se muestran en bastones, pero con el código de 3 letras. Discrepina está representada de color rosado 
y la variante DM se muestra en naranja. Los colores magenta, amarillo, verde y cian pertenecen al canal y cada 
uno representa una subunidad. 

En un análisis con APBS se puede observar cómo cambia la superficie electrostática en el canal 

al unirse la toxina, específicamente en la zona en que se encuentra D20K (Fig. 13, flecha azul). 

Las cargas negativas del canal en esa posición son desplazadas cuando se tiene el cambio K20 

(lado derecho, flecha azul). Con flecha roja vemos la superficie electrostática en la posición 6 

                                                
i Se utilizó M1 porque que aún no se tenían los resultados con M3 
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donde se aprecia la influencia del cambio V6K coloreándose de azul la parte superior de la 

toxina e influyendo en la distribución de cargas en las dos torretas de la parte superior de la 

imagen. Haciendo un cálculo de energía libre electrostática también se puede observar 

cuantitativamente la mejoría en la interacción (ver más adelante Tabla 13). 

 

Figura 13. Vista superior de superficie electrostática de Shab en interacción con Discrepina (izq) y 
DM (der). La escala va de negativo (rojo) a positivo (azúl), siendo las regiones blancas las menos cargadas. La 
flecha roja indica la posición 6 en la toxina y la azúl la posición 20. 

 

Respecto a I19, se puede observar que se encuentra en una zona con ciertas restricciones 

espaciales, por lo que el cambio por un residuo grande como Arginina desestabiliza la 

estructura. Esto se puede sustentar si se compara la energía de interacción de I19 respecto a 

R19. En la tabla 8 de las mutantes puede observar que I19R pierde 0.68 Kcal/mol en la 

estabilidad del complejo y 0.25 Kcal/mol en la energía de interacción. Si analizamos con más 

detalle que está sucediendo, encontramos que el costo energético, según FoldX, está 

vinculado al aumento de entropía en la cadena lateral cuando se sustituye la Ile por la Arg. 

El ∆∆G de entropía en la cadena lateral del cambio I19R es de 1.03±0.09 Kcal/mol en M1. 

La coherencia de los datos computacionales respecto a los experimentales y el análisis 

estructural sugieren que el modelo 1 obtenido con ZDOCK es adecuado para predecir la 

afinidad de este modelo de estudio, por lo tanto, se puede suponer que a partir de él se puede 

proponer, con relativa confianza, las modificaciones que busquen mejorar la afinidad del 

péptido por el canal. 
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7.8 Simulación con PELE y Barrido de Alaninas 

 

Se realizaron 500 pasos de simulación en los modelos M1 y M3 con muestreo de cadenas 

laterales y perturbando la toxina 0.1 angstroms de translación, 0.01 de rotación. De esta 

simulación se obtuvieron 33 estructuras para M1 y 29 para M3 (Fig. 14). De las estructuras 

obtenidas se utilizaron para el barrido de alaninas las últimas diez y la inicial. 

El barrido de alaninas se muestra en gráfico de barras el promedio de energía por posición de 

los residuos interactuando con el canal (Fig. 15). En esta gráfica se puede constatar que las 

posiciones K28 y Y37 están entre las posiciones más afectadas en la energía de interacción al 

hacer el cambio por alanina, sobrepasando las 1.5 Kcal/mol. Esto concuerda con los 

antecedentes que se tienen acerca de la importancia de estos dos residuos en la interacción de 

las toxinas con los canales iónicos de potasio, residuos denominados como la “diada 

funcional”.  

También destaca con más de 1.5 Kcal/mol la posición R25 y para el caso específico de M1 el 

residuo R33. 

 

Figura 14. Simulación con PELE de M1 y M3. Cada punto representa una estructura. 
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Figura 15. ∆∆G de interacción en barrido de alaninas de M1 con M3. Los asteriscos representan residuos 
encontrados solo en la interface de M1. La barra de error representa un IC del 95%. Se utilizaron 11 estructuras 
de cada modelo. 

 

7.9 Diseño de variantes 

Se partió de M1 y de los resultados del “escaneo” de posiciones de los 3 modelos. En dicho 

“escaneo” se encuentran las posiciones 12 y 35 como las más idóneas para ser exploradas y en 

el barrido de alaninas sugiere que los residuos de esas posiciones no son relevantes en la 

interacción. La Ser12, según dicho escaneo, se beneficia, principalmente, de los cambios Leu 

y Met en los 3 modelos. Se eligió Leu, dado que Met tiene mayor proclividad a oxidarse en el 

átomo de azufre, oxidación que ha sido observada en otras toxinas en nuestro laboratorio y 

que podría traer problemas posteriores. 

En cuanto a la posición 35, se tiene a la Ile y la Leu, como los cambios más favorables. Se 

realizaron repeticiones de mutaciones puntuales con cada uno de esos residuos con el 

comando “BuildModel” en FoldX para ver cuál era más adecuado. Como se puede apreciar 

en la gráfica, no habían diferencias significativas entre ambos residuos con los cálculos de 
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FoldX (Fig. 16), por lo que se recurrió al servidor PISA 50 para elegir el residuo según el área 

de interface y el ∆G de hidrofobicidad, siendo Leu el de mejor energía (Tabla 9). Una 

observación pertinente aquí es que los datos de estabilidad e interacción son distintos, mientras 

que en las mutaciones de la Tabla 8 siempre correlacionaron en los modelos M1 y M3. 

 

Figura 16. Mutaciones T35L y T35I en M1. 

 

Tabla 9. Resultados de PISA para T35L y T35I 

Mutante Área de Interface (Å²) ∆G (Kcal/mol) 

T35L 1171.8 -6.3 

T35I 1165.5 -4.8 

 

Una vez que ya se tenían estas dos propuestas, se propuso anexar D20K ya que se sabía que 

era un residuo que mejoraba un poco la afinidad, y se intuye que con los otros 2 cambios 

podríamos obtener una variante con mejor afinidad. A esta variante se le llamo TMD (S12L-

D20K-T35L). 

Otro cambio por el que se optó fue R25A. Los motivos de la elección son varios. El motivo 

principal es que está al mismo nivel de importancia que los residuos de la diada funcional en 

la gráfica del barrido de alaninas que se hizo con múltiples estructuras (Fig. 15). Otro dato 

interesante es que es un residuo que en la gráfica de permisividad tiene un comportamiento 

distinto entre los modelos, por lo cual podría ser útil para descartar entre ellos. Y por último 

porque es un residuo que parece importante en el modelo Kv4.3-DM generado por ClusPro 

(ver Resultados 7.12), debido a que se encuentra inmiscuido en el filtro de selectividad, 

mientras que en los modelos de Rosetta se encuentra en otra zona de la interface menos 
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comprometida. Entonces, este cambio nos podría ayudar a deducir distintas cosas tanto en 

Shab-Discrepina como en Kv4.3-Discrepina. 

Generando la triple mutante S12L-D20K-T35L (TMD) y R25A, in silico, en los modelos M1 y 

M3, se puede observar que la energía de interacción mejora para el caso de TMD y empeoran 

para R25A, mientras que en la energía de estabilidad el comportamiento es ligeramente distinto 

entre los modelos (Fig. 17). 

 

Figura 17. Mutaciones en FoldX de nuevas variantes. Datos en Kcal/mol (n = 5). 

 

7.10 Purificación y plegamiento de nuevas variantes 

Se obtuvieron las masas moleculares correspondientes a la formación de tres enlaces 

disulfuro después de la oxidación, perdiéndose 6 unidades de masa, pertenecientes a los 6 

protones de los grupos sulfidrilo (-SH) de las 6 cisteínas. Las variantes de Discrepina 

plegadas/oxidadas eluyen a una concentración de 23.1% (R25A) y de 28% (TMD) en 

acetonitrilo. Las masas moleculares de los péptidos plegados son de 4,091.9 Da y 4,228.06 

Da, para R25A y TMD, respectivamente (Fig. 18). Además, se confirmó que su estructura 

secundaria es similar a la estructura secundaria de Discrepina nativa y la variante V6KD20K 

(DM) mediante dicroísmo circular (Fig. 19). 
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Figura 18. Cromatogramas de purificación y plegamiento de las variantes de Discrepina R25A y 
TMD. 

 

Figura 19. Dicroísmo Circular de Discrepina y variantes. Todas mantienen un mínimo a 210-212 de 
estructura secundaria antiparalela al igual que Discrepina (nativa). La concentración de cada péptido fue de 100, 
75, 75 y 50 µg/mL para TMD, R25A, DM y Discrepina nativa, respectivamente. 
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7.11 Actividad de Discrepina y variantes en el Kv4.3 

 

El canal Kv4.3 es un canal generador de corriente tipo-A. A la fecha no se tienen reportes 

de otras toxinas de alacrán que bloqueen este canal, los únicos reportes pertenecen a toxinas 

de araña, las cuales actúan principalmente como moduladoras, por lo que se hipotetiza que 

interacciona con el dominio sensor y no con el dominio del poro 49.  

Los experimentos realizados para Discrepina en el canal Kv4.3 resultaron en una Kd de 270 

nM, esto es una afinidad menor que la calculada para Shab. También se ensayó la variante 

DM, la cual mostró una afinidad de 144 nM (Fig. 20). Ambas afinidades son menores que 

las reportadas para células granulares de cerebelo (Tabla 2).  

Estos resultados indican que este canal, probablemente, no es el que está siendo bloqueado 

en las células granulares de cerebelo y, por ende, tampoco es el responsable de la corriente 

tipo-A que se observa bloqueada por la toxina en dichos experimentos. 

También se ensayaron las variantes propuestas para Shab (TMD y R25A), las cuales se 

discuten más adelante. 

 

 

Figura 20. Curva de IC50 para Kv4.3 con Discrepina y DM. Afinidades de 270 nM y 144 nM 
respectivamente. 
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7.12 “Docking” de la interacción Kv4.3 y la variante V6KD20K 

7.12.1 Estrategia ZDOCK-ZRANK 

 

Se siguió la misma metodología que fue utilizada para generar el modelo Shab-DM. Se analizó 

el top 100 de ZRANK de todas las corridas y solo se encontró una toxina bloqueando el 

poro en el complejo 37, donde la R25 se introduce al filtro de selectividad (Fig. 21, arriba). 

Los restantes 99 modelos se encuentran fuera del poro como se puede apreciar en la misma 

Fig. 21 (abajo, izquierda y derecha). 

 

 

 

Figura 21. Modelo ZDOCK-ZRANK. Arriba, complejo 37 con la R25 hacia el filtro de selectividad; abajo-
izq., vista superior de los mejores 30 complejos; Abajo-der., vista lateral de los mejores 30 complejos. El canal 
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se representa en caricatura y cada color representa una subunidad. La toxina se representa en listones, cada una 
con un color distinto. 

 

7.12.2 Estrategia CLUSPRO 2.0 

 

ClusPro arroja 4 corridas donde se eligen los mejores complejos según cuatro funciones de 

energía distintas: Balanceada, Electrostática, Hidrofóbica, VDW-Electrostática. De estas 

cuatro, la única que encontró modelos donde la toxina bloqueara el poro fue VdW-

Electrostática. Esta corrida arrojó 6 estructuras, las cuales tenían a R25 introducida en el 

filtro de selectividad del canal (Fig. 22). A la de mejor energía se le realizó una simulación 

con PELE. 

 

Figura 22. Conformación más representativa encontrada en ClusPro2.0. La R25 se encuentra apuntando 
al filtro de selectividad (cuadro rojo). Los colores amarillo y verde representan el canal Kv4.3 y los azules son 
las toxinas. 

 

7.11.3 Estrategia RosettaDock 

De 5 corridas sometidas al servidor 4 fueron fallidas. La corrida exitosa arrojó las 10 

estructuras con mejor energía. Se calculó la energía de enlace con FoldX y se eligieron los 2 

modelos de menor energía (Tabla 10, en rojo). Se encontró que las estructuras de la toxina 

en estos dos modelos no presentaban enlaces disulfuro lo que podría conllevar a cambios 

conformacionales espurios o irreales, por lo que se llevó a cabo un arreglo de la estructura. 

El arreglo consistió en sobreponer la estructura de la toxina que se utilizó como archivo de 
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entrada sobre la del resultado y realizar simulaciones con PELE hasta tener estructuras de 

baja energía manteniendo los 3 enlaces disulfuro. 

Tabla 10.  Energías de interacción de los modelos de RosettaDock con FoldX 

Modelo Energía 

Kv4.3-Dis2_dm_01.pdb 6.15 

Kv4.3-Dis2_dm_02.pdb 0.05 

Kv4.3-Dis2_dm_03.pdb 1.70 

Kv4.3-Dis2_dm_04.pdb 2.22 

Kv4.3-Dis2_dm_05.pdb 3.80 

Kv4.3-Dis2_dm_06.pdb 2.26 

Kv4.3-Dis2_dm_07.pdb 1.35 

Kv4.3-Dis2_dm_08.pdb 2.29 

Kv4.3-Dis2_dm_09.pdb 2.98 

Kv4.3-Dis2_dm_10.pdb 2.74 

 

Los dos modelos mostraron el modo “clásico” de interacción, con la K38 dentro del filtro 

de selectividad (Fig. 23).  

 

Figura 23. Superposición de los modelos Rosetta02 (M2) en cian y Rosetta07 (M1) en naranja. 

 

7.11.4 Elección del modelo Kv4.3-DM 

Dada la mala energía de interacción que se obtenían en los resultados de Docking (Tabla 10) 

se procedió a realizar simulaciones con la finalidad de mejorarla. Se realizaron simulaciones 

en PELE (Fig. 24) para los complejos obtenidos del “Docking” de aquellas estructuras con 

mejor energía de interacción obteniéndose los resultados resumidos en la Tabla 11. Aquí se 

puede observar que los modelos obtenidos con RosettaDock tienen una mejor energía de 

interacción, principalmente el M2 con -8.61 Kcal/mol (en rojo). 
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Tabla 11. Energías de interacción de tres modelos de “Docking” (Kv4.3-DM). 

Modelo Energía de interacción (Kcal/mol) 

ClusPro -3.02 

Rosetta 02 -8.61 

Rosetta 07 -3.71 

 

En la simulación con PELE de los 3 complejos Kv4.3-DM se observa la tendencia, propia 

del funcionamiento del algoritmo de encontrar estructuras con energías cada vez más bajas. 

(Fig. 24). Se puede observar que el M2 es el que más estructuras encontró en los 500 pasos 

de simulación y también que son los de menor energía. Esto a su vez coincide con el hecho 

de que la estructura con mejor energía de interacción se encontró en la corrida de este modelo 

(Tabla 11). 

 

Figura 24. Simulación con PELE (Kv4.3-DM). Cada punto representa una estructura. 

 

7.12Escaneo de posiciones en los modelos Kv4.3 

Un primer detalle que llama la atención es que son residuos con carga positiva los que 

permiten más cambios en ambos modelos, y especialmente los que destacan en ambos 

modelos son las posiciones K6, K13, K16, R21, R33 y el residuo polar T35 (Fig. 25). 
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Figura 25. Permisividad de los modelos de Kv4.3 con DM. 

Esto tiene que ver, sin duda, con que el Kv4.3 es un canal menos cargado negativamente que 

el Shab por lo cual los residuos básicos de la toxina no tienen la misma relevancia que para 

Shab en la interacción (Fig.26). 

 

Figura 26.  Vista superior de superficie electrostática de Shab (izq) y Kv4.3 (der). 

 

El residuo R25, al igual que en Shab, tiene un comportamiento dispar en los dos modelos de 

Rosetta, por lo tanto, también es una mutante que, probablemente, nos puede ayudar a 

descartar entre uno u otro modelo del Rosseta y del de Cluspro.  
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A diferencia de los resultados en el escaneo de posiciones en Shab, aquí se puede apreciar 

que la posición 35 está entre los primeros 3 lugares de permisividad, mientras la 12 no 

destaca, lo cual indica que éste último podría ser un residuo más comprometido en la 

interacción. 

 

7.13 Simulación con PELE y barrido de alaninas de Kv4.3-DM (M2) 

Se realizó otra simulación sobre la estructura 66 de la primera corrida de PELE dado que 

esta estructura era la de mejor energía de interacción (Fig. 27), y el barrido de alaninas se 

realizó a partir de las estructuras de ésta segunda simulación con PELE (Fig. 28). En él 

también se puede observar la importancia de la diada funcional (K28 y Y37) en la interacción, 

y del P38, todos por encima de las 1.5 Kcal/mol. Además, se observa a R25 también cercano 

a las 1.5 Kcal/mol, lo que resulta especialmente importante porque es un residuo que se 

propuso cambiar por alanina.  

El barrido de alaninas también coincide con el barrido de posiciones (“PositionScan”) o 

gráfica de permisividad cuando se analizan los residuos básicos, en los cuales se puede 

apreciar que no hay pérdida energética. Esta observación es coherente con el modelo de 

superficie electrostática, pues nos indica que los residuos básicos no son tan importantes 

como en Shab debido a la menor carga negativa que posee Kv4.3 (Fig. 26). 

 

 

Figura 27. Simulación con PELE de la estructura 66 (Kv4.3-DM) de la primera corrida (M2). 
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Figura 28. Barrido de alaninas de estructuras de la 2da corrida de Kv4.3-DM (Fig. 27). Barras de error 
representan un IC del 95%. 

7.13 Resultados de nuevas variantes en el canal Shab y Kv4.3 

7.13.1 En Shab 

Al probar las nuevas variantes en el canal Shab, se observó, al igual que con las otras variantes, 

una recuperación de la corriente, confirmando la reversibilidad de la interacción en este canal 

(Fig. 29). El cambio R25A se comportó como FoldX lo predijo en los modelos 1 y 3, 

disminuyendo la energía de interacción, mientras que con TMD ocurrió lo contrario, ya que 

se esperaba una mejoría y en cambio se obtuvo una Kd de 2 µM (Fig.29C). 

 

 

Figura 29. Ensayos electrofisiológicos de las nuevas variantes TMD y R25A 
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A diferencia de las primeras variantes comparadas, donde hubo una buena correlación, en 

estas nuevas variantes había una clara discrepancia de datos por lo que había que hacer uso 

de otras herramientas con la finalidad de explicar el fenómeno. Por ello, más adelante, se 

realizaron análisis con el servidor PISA y el programa APBS, el primero para analizar las 

áreas de interface y la energía libre de hidrofobicidad de la interacción y el segundo para 

calcular la energía libre electrostática. 

 

7.13.2 En Kv4.3 

El resultado de los ensayos de electrofisiología de las variantes TMD y R25A es de una 

mejoría en la afinidad (Fig.30). 

 

Figura 30. Dosis-respuesta de nuevas mutantes de Discrepina. Discrepina (IC50=270 nM ± 17), TM o 
TMD (IC50=224 nM ± 24), R25A (IC50=135 nM ± 20), DM (IC50=144 nM ± 24) 

 

Al generar las mutantes in silico del modelo M1 y M2 no se observa una correlación con los 

datos experimentales para todos los casos (Tabla 12). En el modelo M1, solamente en DM 

se ve un comportamiento semejante al experimental y en el modelo M2 en las variantes TMD 

y, en menor medida, DM, ya que el ∆∆G de interacción queda en cero. En este complejo 

(Kv4.3-Discrepina) también tenemos el problema de no contar con variantes que tengan un 

cambio significativo en la afinidad, por lo que cualquier conclusión se debe manejar con 

precaución. 
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Un análisis con PISA y APBS se realizó y se muestra más adelante para intentar comprender 

mejor el fenómeno y aportar más datos que den más sustento a la discusión. 

Tabla 12. Energías experimentales e in silico de mutantes en Kv4.3 

Variantes Experimental  Modelo 1  Modelo 2  

 IC50(nM) 
∆∆G* ∆∆G

S
 ∆∆G

B
 ∆∆G

S
 ∆∆G

B
 

Discrepina 270 - -  -  -  -  

DM  144 -0.37 -0.63  -0.7  -0.6  0.03  

R25A  135 -0.41 1.18 1.9  1.35 1.34  

TMD 224 -0.11 5.25  6.2  -2.62  -1.1  

*∆∆G = RT ln(IC50mut/IC50wt); ∆∆G
S
 = Estabilidad; ∆∆GB = Energía de interacción.                                   

Datos en Kcal/mol. Los datos se generaron con el campo de fuerza FoldX. 

 

7.14 Discusión y análisis del comportamiento de las nuevas variantes en el 

canal Shab. 

Con la finalidad de averiguar el motivo de las inconsistencias se analizaron las posiciones de 

manera independiente con el comando BuildModel de FoldX. En la Figura 31 están las 

energías de estabilización e interacción para los modelos M1 y M3. En ella podemos observar 

como en todos los casos la energía de estabilización es favorecedora para las 2 posiciones, 

pero la de interacción solamente favorece a S12L. Uno de los motivos por lo que esto sucede 

es porque Leu en la posición 35 no hace buenos contactos, incluso, deja más área accesible 

al disolvente que la Thr. El servidor PISA nos arroja que el área enterrada de la superficie del 

residuo pasa de 70% a 40% con Leu, en cambio, la posición 12 se mantiene en 70% cuando 

se sustituye Ser por Leu, es decir, con L35 hay menos contactos. Debido a que el archivo de 

salida en el escaneo de posiciones solo se dan valores de estabilidad y no de interacción, lo 

que obtuvimos fue un cambio que en términos energéticos podría beneficiar a la toxina, pero 

no a la interacción de ésta con el canal. En ese sentido, lo que nos está indicando estos datos 

son una menor complementariedad de interfaces en la interacción, lo que haría más inestable 

a la misma. 
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Figura 31. Energías in silico de estabilidad e interacción en Shab de M1 y M3. 

Si se hace el cálculo de la energía libre electrostática de la interacción con el programa APBS 

(∆Ginteracción = ∆Gdesolvatación de la toxina + ∆Gdesolvatación del canal + ∆G 

interacción electrostática de toxina+canal)51 obtenemos la siguiente tabla (Tabla 13):  

 

Tabla 13. Energías APBS de Shab con variantes 

Energía 
WT DM R25A TMD 

  Kcal/mol  

∆Gdesoltx 22.63 25.20 20.66 23.65 

∆Gdesolch 16.74 21.59 19.87 20.95 

∆Geletx+ch -45.90 -55.63 -44.26 -51.41 

∆G interacción -6.53 -8.84 -3.72 -6.81 

 

En la Tabla 13 se observa que no hay incremento de TMD mayor a DM como se aprecia en 

los datos de FoldX. Haciendo una revisión detallada del cálculo de interacción de FoldX, se 

encuentran algunas inconsistencias. Primero: el ∆∆G de energía electrostática de DM a TMD 

es de -0.27 Kcal/mol. Esto resulta claramente contradictorio con los datos arrojados por 

APBS (Fig. 13, Tabla 13), y no se explica pues en TMD hay un residuo básico menos 

respecto a DM, además, los otros dos residuos que se están cambiando son hidrofóbicos por 

polares. En el cálculo de FoldX, el parámetro que hace la diferencia es el de interacciones 

hidrofóbicas que, sumándole la ganancia en energía electrostática, manda a TMD a una 

ganancia energética superior, incluso, que DM. 

-1.66 -1.91
-1.21

-0.07

S12L T35L

M1

M1 Estabilidad M1 Interacción

-0.95

-1.67

-0.71
-0.2

S12L T35L

M3

M2 Estabilidad M2 Interacción



 58 

En cambio, en el cálculo de APBS se aprecia una ligera energía de enlace mayor en TMD 

respecto a WT. Esto se debe, con seguridad, al residuo K20 presente en TMD, lo que le da 

una energía de interacción electrostática 5.51 Kcal/mol mayor (Tabla 13), pero que se 

compensa, a su vez, con un mayor costo de desolvatación. El cambio T35L, al dejar mayor 

superficie accesible a disolvente y hacer menos contactos puede ser la causa en la caída a una 

afinidad 2 µM como indica la electrofisiología. Lo que se ve entonces en el cálculo de 

interacción de la TMD en Shab con FoldX es la suma de las contribuciones de L12 y K20, 

pero en una situación real la disminución en el área de interface estaría desencadenando la 

caída de afinidad reportada experimentalmente. 

 

Generando una regresión lineal entre los ∆∆G de APBS contra los ∆∆G experimentales, se 

obtiene una r de 0.85 y una r2 de 0.73 (Fig.32). Es decir, en términos cualitativos y 

cuantitativos APBS describe o correlaciona mejor con los datos experimentales que FoldX 

para este modelo. Esto se podría explicar porque APBS ve las contribuciones de cargas en la 

interacción, y los datos de permisividad y barrido de alaninas indican que en este modelo los 

residuos cargados son los de mayor importancia. 

 

 

Figura 32. Regresión lineal de nuevas variantes y DM respecto a datos experimentales. 
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7.15 Discusión y análisis del comportamiento de las nuevas variantes en el 

canal Kv4.3 

 

Como se aprecia en la Tabla 12, los cálculos de energía de FoldX no correlacionan bien con 

los datos experimentales. Para el Modelo 1 se obtiene una r de 0.3 y 0.2, y una r2 de 0.08 y 

0.06 para la energía de estabilidad e interacción respectivamente. En el caso del Modelo 2 la 

r es de -0.47 y -0.64, y la r2 de 0.22 y 0.4 para la estabilidad e interacción, respectivamente. 

Si bien los valores obtenidos son pobres, se puede rescatar que el M2 logró predecir, al menos 

cualitativamente, el comportamiento de TMD, dándonos un ∆∆G negativo in silico, coherente 

con el experimental.  

Respecto a R25A, si se analizan los parámetros de la función de FoldX, se puede observar 

que hay una pérdida de 1.23 Kcal/mol en las interacciones de VdW cuando se modifica 

R25A, y de 1.73 Kcal/mol en la energía electrostática. Si se hace la mutación de A a R de 

regreso, lo que se observa es -1.23 Kcal/mol de ganancia en la energía de hidrofobicidad y 

0.2 Kcal/mol de pérdida en repulsiones de VdW, mientras que se pierden 1.1 Kcal/mol en 

la entropía de la cadena lateral. Tomando en cuenta estos datos, se puede suponer que el 

complejo es menos estable con Arg en esa posición por el tamaño de la misma, pero el 

programa le está dando más peso a la energía de contactos VdW y electrostática aportada. 

Para corroborar la hipótesis se realizó una simulación con PELE con ambas mutantes y se 

calculó el RMSD. 

En la Figura33 se muestra graficado el RMSD de las estructuras de cada simulación. Se 

puede observar que el complejo con R25A es más estable con una media de RMSD de 0.98 

angstroms mientras que DM, a pesar de tener mayor afinidad se mueve más en el complejo. 

Las estructuras con mejor energía de interacción de cada corrida se enviaron al servidor PISA 

(Fig. 33, flechas) para calcular el área de la interface y el ∆G de hidrofobicidad de los 

complejos, donde se obtuvo que el complejo con A25esel que tiene mejor energía de 

hidrofobicidad y que posee un área de interface mayor. Es decir, un residuo de menor tamaño 

está permitiendo un mejor acomodo de la toxina en el canal. 
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 RMSD (Media) Área de Interface(A2) ∆G hidrofobicidad(Kcal/mol) 

DM 1.35±0.23 865.5 -6.8 

R25A 0.98±0.15 945.2 -7.2 

Figura 33. RMSD de estructuras PELE, cálculos de Interface y ∆G de hidrofobicidad de las estructuras 
con mejor energía de interacción en la simulación (flechas en gráfica). 

 

Si se calcula la energía libre electrostática de DM con APBS, da un resultado de 3.37 

Kcal/mol.  Este resultado indica que a diferencia del complejo Shab-DM, el complejo 

formado con Kv4.3 no está favorecido por la energía electrostática, y si por las interacciones 

hidrofóbicas, donde al parecer son las fuerzas dominantes de la interacción. Esto concuerda 

si recordamos que el potencial electrostático del canal Kv4.3 se observa considerablemente 

menos cargado negativamente que el Shab (ver Fig. 26), por lo que resulta lógico esperar 

que los residuos básicos de la toxina no jueguen el papel predominante que juegan en Shab 

como lo indica el barrido de alaninas (Fig. 28) y la gráfica de permisividad (Fig. 25). 

 

7.16 Diseño 2 

Una vez percatados del fallo en TMD se propuso generar una nueva variante con un mayor 

muestreo conformacional y, además, partiendo de la estructura con mejor energía de 

interacción en la simulación para la siguiente simulación. 

En la primera simulación de M1-Shab se utilizaron los siguientes parámetros: 0.5 y 0.05 

angstroms de traslación y rotación, respectivamente, además de modos normales para darle 
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flexibilidad a las cadenas principales de las moléculas. El resultado de esta simulación, en 500 

pasos, se encontraron 23 estructuras con menor energía, siendo el número 3 la que tenía 

mejor energía de interacción con -5.56 Kcal/mol (Fig.34). Se partió de esta estructura para 

otra simulación, pero reduciendo la traslación y rotación a 0.2 y 0.02 angstroms, 

respectivamente, también con modos normales. El resultado nos arroja 44 estructuras 

encontradas siendo el número 41 la que mejor energía de interacción con -9.04 Kcal/mol 

(Fig. 35). Partiendo de la estructura 44 se realizó una nueva simulación reduciendo ahora el 

movimiento de traslación y rotación a 0.1 y 0.01 angstroms, respectivamente, sin modos 

normales en 250 pasos, pero solo se encontraron4 soluciones de menor energía global, pero 

con menor energía de interacción. 

 

Figura 34. Simulación 1 del M1-Shab para el Diseño 2. 
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Figura 35. Simulación 2 del M1-Shab Estructura 3. 

 

Se realizó un barrido de alaninas de la estructura 41 para comparar con los resultados del 

barrido de la Figura 15 (Fig. 36). En esta comparación se puede apreciar que los residuos 

más importantes se conservan en esta nueva estructura, pero, además, la relevancia en la 

perdida de energía de interacción es más clara. Además, otros residuos que no habían sido 

detectados como relevantes en el análisis de la Figura 15, aquí toman importancia 

incrementando la perdida de energía de interacción a más de 1 Kcal/mol los residuos S11, 

K13, K16 y N31, mientras que S12 y T35 siguen comportándose como residuos no 

relevantes en la interacción. Por otro lado, el residuo S9 y R33, toman un lugar significativo 

en este nuevo resultado. El ensayo de una variante con cambio en los residuos que hubo un 

cambio significativo respecto al primer barrido de alaninas como S11 y K16, nos ayudaría a 

concluir si una búsqueda más exhaustiva de complejos de mejor energía es necesaria. Por lo 

pronto queda en evidencia que los residuos que ya se habían detectado como importantes en 

este nuevo análisis se ven con mayor claridad. 
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Figura 36. Energía de interacción del barrido de alaninas en la estructura 41 de la simulación 2, en 
diseño 2 (en gris) y barrido de alaninas de la figura 15 (en blanco). 

 

Realizando un escaneo de posiciones (“Position Scan”) sobre esta estructura se encontró que 

la posición 12 sigue siendo la que más cambios acepta y con mejor energía de estabilidad 

(Tabla 14), pero en este caso los residuos con menor energía fueron los residuos aromáticos 

(Y, W, F). Por ello, S12 se sometió a una nueva fase de mutaciones, pero ahora repitiendo 

cada cambio 3 veces con el comando “BuildModel” y calculando la energía de interacción. 

 

Tabla 14. Escaneo de posiciones de la estructura 41 de la simulación 2 a partir de 1 Kcal/mol 

Cambio Estabilidad (Kcal/mol) 

SERE12Y -3.77594 

SERE12W -2.60527 

ASPE3F -2.2015 
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SERE12R -1.92561 
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ARGE33T -1.59686 

ARGE21L -1.49914 

ARGE33F -1.49635 

ARGE21M -1.48718 

SERE9F -1.45997 

ILEE17S -1.36177 

SERE9Y -1.26255 

SERE12I -1.24464 

ARGE33W -1.14999 

ASNE5G -1.12607 

SERE12Q -1.08872 

ARGE33S -1.06265 

ARGE33Y -1.01383 

 

 

El resultado obtenido ahora con el comando “BuildModel (Fig. 37) arroja a Met y Trp como 

los de mejor energía de interacción (Tyr tiene una desviación estándar muy grande), 

quedando 0.5Kcal/mol atrás de Leu, residuo que había sido elegido en el primero diseño. 

Por el mismo argumento esgrimido en el primer diseño, Met fue descartada y se eligió a 

S12W como el cambió a realizar. Para confirmar que este cambio mejora el área de interface 

y la energía de hidrofobicidad de la interacción se utilizó PISA (Tabla 15), donde se observó 

que tanto el área de interacción como la energía de hidrofobicidad mejoran con el cambio 

S12W. 
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Figura 37. Energía de interacción del escaneo de posiciones para la posición 12 con el comando 
“BuildModel”. Barras de error representan la desviación estándar. 

 

Tabla 15. Comparación con PISA de la interface de S12 y W12 en la estructura 41 de la simulación 2 

 Área de Interface(A2) ∆G hidrofobicidad(Kcal/mol) 

S12 1167.4 -7.4 

W12 1257.4 -9.1 
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8.CONCLUSIONES 

 

 

En este trabajo se reporta por primera vez un bloqueador de origen peptídico sobre el Shab 

de Drosophila melanogaster, canal del tipo rectificador tardío y sobre el Kv4.3, canal generador 

de corriente Tipo-A. Tampoco han sido reportados bloqueadores peptídicos para los 

homólogos mamíferos de Shab (Kv2.1 y Kv2.2), ni para el Kv4.1, por lo que Discrepina es 

un ligando candidato para estudiar más sobre la electrofisiología y farmacología de estos 

canales iónicos. 

Con ambos canales Shab y Kv4.3 hubo recuperación de la corriente, a diferencia de los 

ensayos en las células granulares de cerebelo, donde el bloqueo por Discrepina es irreversible, 

esto lleva a la conclusión de que ninguno de éstos son los responsables de la corriente que 

se ve en dichas células, por lo cual es interesante llegar a conocer que tipos de receptores 

iónicos generan las corrientes Tipo-A en estas células. 

El “Docking Molecular” para el complejo Shab-DM arrojó una toxina posicionada en el 

“modo clásico” sobre el canal en 3 modelos qué fueron elegidos con 3 funciones de energía 

y 2 estrategias claramente distintas (Firedock y ZDock). Este resultado indica, en conjunto 

con el barrido de alaninas donde los residuos de la diada funcional son encontrados como 

relevantes, que hay una alta probabilidad de que este sea el modo de interacción real. 

El comando “PositionScan” de FoldX, encargado de realizar el escaneo de cambios en la 

secuencia de las moléculas, es un buen predictor de regiones inestables, sin embargo, hay que 

cuidar la interpretación de los datos que arroja. Este comando envía un archivo de salida 

donde da los cambios que favorecen a la estabilidad del complejo, pero esta no siempre 

correlaciona con la energía de interacción como se pudo observar en el análisis de los cambios 

S12L y T35L (Fig. 31). Por lo tanto, un segundo análisis de interacción resulta esencial. Por 

esto realizamos un segundo diseño con más simulaciones donde encontramos una estructura 

de menor energía (estructura 41) que representaba de manera similar los datos del barrido de 

alaninas, pero exacerbando el cambio de energía al mutar los residuos, lo que ayuda a una 

mejor interpretación de los datos. Además, en dicho análisis realizando de manera más 
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minuciosa encontramos que el cambio S12W parece ser un mejor prospecto que S12L para 

mejorar la afinidad. 

El error que se vio en el cálculo in silico de la variante TMD se debe a que está viendo las 

contribuciones de L12 y K20, pero en un experimento in vitro la reducción en el área dela 

interface al realizar el cambio T35L podría estar afectando la estabilidad de la interacción. 

En R25A, cambió en un orden de magnitud la afinidad en Shab, los programas son capaces 

de detectar una disminución en la energía de interacción. Esto nos indica que cambios en la 

afinidad mayores a 1 Kcal/mol nos estarían arrojando predicciones con mayor confianza que 

aquellos que rondan los 0.5 Kcal/mol. Por esto, mutantes con cambios de afinidad mayores 

son necesarias para continuar el análisis de la interacción. 

Es importante precisar que el análisis independiente de los cambios es imprescindible debido 

a que si se hace y analiza los cambios de manera simultánea en un mismo modelo sin permitir 

acomodarse a la toxina según las nuevas redes de interacción de residuos se arriesga a ver 

interacciones espurias, productos de artefactos del modelo utilizado. Así pues, resulta 

primordial generar un buen muestreo conformacional de la interacción que dé robustez a los 

datos como el generado en el diseño 2. 

En Kv4.3 vemos como confiar en una función de energía sin consultar otros algoritmos que 

prioricen otro tipo de interacciones puede darnos resultados equivocados. En R25A, por 

ejemplo, FoldX le da más peso al aporte electrostático y de VdW aportado por un residuo 

de mayor tamaño (Arg), mientras que con APBS podemos notar que no estamos viendo un 

complejo donde las energías electrostáticas son las más importantes dada la baja carga 

negativa de este canal. Por otro lado, vemos mediante un análisis de estabilidad calculando 

el RMSD de DM y R25A, que la movilidad es mayor cuando la toxina tiene R25, lo que es 

un indicador de menor estabilidad, sumado a que con PISA vemos una mayor superficie de 

contacto cuando tenemos el residuo alanina en esa posición. Es decir, con un residuo 

pequeño la toxina se está acomodando mejor en el canal. 

En términos generales, podemos concluir, que el apoyo en diferentes funciones de energía 

resulta esencial para entender el fenómeno y proceso de interacción de dos moléculas, y que 

el apoyo en un muestreo conformacional, para obtener estructuras de baja energía que 

robustezcan el análisis de posiciones es también de suma importancia, tanto para robustecer 

el análisis de mutaciones como para analizar la estabilidad de algún complejo. 
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Con respecto a nuestra hipótesis inicial, podemos decir que existe una correlación de datos 

experimentales de afinidad con datos in silico, en este trabajo, no fue verdadera, sin embargo, 

hay buenos indicios de que hemos encontrado modelos que explican la interacción. Los 

indicios más fuertes, en ambos casos, son los datos del barrido de alaninas, donde estos nos 

arrojan como importantes residuos que ya se saben son relevantes la interacción de este tipo 

de toxinas, por lo que ensayar variantes con estos cambios son esenciales para la 

confirmación de los modelos además de mutantes que cambien más drásticamente la afinidad 

por los canales blanco, Shab y Kv4.3, y que, de esa manera, nos permitan ir entendiendo 

poco a poco las interacciones importantes en la interacción para poder mejorar la afinidad y 

especificidad de variantes de la Discrepina. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

Ensayar Discrepina en los canales Kv2.1, Kv2.2 y Kv4.1, para confirmar que también puede 

bloquear a los homólogos de los canales ensayados. 

Ensayar variantes que funcionen como control positivo de los modelos, en este caso K28 y 

Y37, para darle sustento a la teoría del “modo clásico” de interacción con ambos canales. 

Ensayar variantes S11 y R33 en Shab para comprobar que son residuos importantes en la 

interacción, así como el cambio T35L para asegurase de que es un cambio perjudicial en la 

interacción con el canal iónico como lo ve PISA. 

Ensayar la mutante P38A en Kv4.3 para comprar que es un residuo importante como lo 

indica el barrido de alaninas. También analizar que residuos básicos se pueden cambiar por 

hidrofóbicos y así dar certeza a la teoría que nos dice, según los datos de escaneo de 

posiciones y barrido de alaninas, que los residuos básicos no son relevantes en esta 

interacción dado el bajo potencial electrostático negativo de este canal. 

Ensayar la variante S12W, que se predice una mejora en ~2 Kcal/mol la interacción. Dicha 

variante en el canal Shab permitirá validar la capacidad predictiva de los programas y la 

metodología en empleada en este trabajo. 
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