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1. RESUMEN

En este proyecto se expone la obtencién de siete nuevas secuencias completas (nunca
reportadas en bancos de genes) de la subunidad a del canal de sodio dependiente de
voltaje de musculo esquelético (Navl.4) de seis ranas venenosas de la familia
Dendrobatidae y de una rana de la familia Eleutherodactylidae, Eleutherodactylus
johnstonei. El propésito principal del proyecto consistié en comparar las secuencias a nivel
de dominios y estructuras secundarias con énfasis en residuos reportados como
importantes en los procesos de inactivacion rapida y lenta y residuos implicados en la
unién de anestésicos locales (AL) y batracotoxina (BTX) al canal. Las secuencias que
codifican para la subunidad a de los Navl.4 de cada una de las especies de estudio,
presentan una longitud aproximada 1820 aminoacidos y muestran un alto grado de
conservaciéon, compartiendo una similitud del 69,1% con la secuencia de Nav1.4 de Rattus
norvegicus. Tanto el extremo amino como el extremo carboxilo terminal se encuentran
altamente conservados, pero el extremo carboxilo terminal de la secuencia Navl.4 de
Phyllobates aurotaenia presenta motivos sin prediccion de plegamientos de estructura
secundaria beta que contrasta con la presencia de esta estructura en las otras especies de
estudio. A partir de este trabajo se puede postular la hipdtesis de que este extremo
intracelular puede interactuar con el segmento IFM (Isoleucina, Fenilalanina y Metionina)
o con otros mecanismos implicados en la inactivacion rapida y posiblemente con la
inactivacion lenta del canal, mecanismos que sugieren que interfieren con la unién de BTX
o AL al canal. Sin embargo, estos hallazgos deben ser verificados con experimentos
funcionales posteriores. Las principales diferencias se presentan en la estructura primaria
de los bucles intracelulares que unen los dominios, siendo el bucle entre el dominio |y Il el
menos conservado en todas las especies de estudio, con una similitud del 33,1%
comparado con la especie externa. Con respecto a las 21 mutaciones implicadas en la
modulaciéon de la inactivacién rapida y las 13 implicadas en la modulacién de la
inactivacién lenta (reportadas por otros autores y para otras especies) en los Nav1.4, solo
el residuo V754 en Nav1.4 de rata presenta la sustitucidn por una Isoleucina en algunas de
las especies de estudio. Se encontraron sustituciones en algunos residuos involucrados
con inactivacion rapida y lenta en algunas de las especies de estudio, sin embargo, no han
sido estudiadas hasta el momento. De la misma manera los 12 residuos involucrados con
sitio receptor de AL y los siete residuos involucrados con sitio receptor de BTX y AL, sdlo se
encontraron tres reemplazos de aminodcidos en todas las especies de estudio incluida la
especie E. johnstonei, sin embargo, son igualmente reemplazos que no han sido evaluados
hasta el momento. Tarvin y colaboradores en el 2016 reportaron que los reemplazos en
los residuos (S429A, 1433V, A446D, A446E, V15831 y N1584T) presentes en DIS6 y DIVS6
estan relacionados con la resistencia a toxinas en Navl.4 de dendrobdatidos, sin embargo
en este proyecto se encontrd que de los seis reemplazos cuatro de ellos estan presentes
solamente en Phyllobates aurotaenia (A429, V433, D446 y 11583) y uno de ellos esta



presentes en todas las especies de dendrobatidos (D446) a excepcién de Colostethus
fraterdanieli y la especie control Eleutherodactylus johnstonei.



2. INTRODUCCION

Los anestésicos locales (AL) han sido usados en terapéutica para bloquear los estimulos
nociceptivos, permitiendo de esta manera llevar a cabo procedimientos quirldrgicos en
tejidos periféricos, con el fin de revertir el dolor agudo o tratar el dolor crénico. Los AL
bloguean de manera reversible la conduccién nerviosa, mostrando su efecto en cualquier
membrana excitable; actlan evitando la propagacién de los potenciales de accién en las
fibras nerviosas, por medio del bloqueo de los canales de sodio dependientes de voltaje;
sin embargo, se conoce que estas moléculas también bloquean algunos canales de K* y
Ca* (Bagal et al. 2012)(Smerilli and Sacot 2004). El bloqueo de los AL a los canales de K*y
Ca?* puede explicar los efectos secundarios y toxicos de estos farmacos en 6rganos
distintos del sistema nervioso periférico, especialmente si presentan diferentes
sensibilidades (Scholz 2002).

Los canales de sodio dependientes de voltaje (Nav) estdn presenten en tejidos
eléctricamente excitables como neuronas, musculo esquelético y cardiaco, son los
responsables de la fase despolarizante del potencial de accién (Goldin 1999)(Catterall
2000). Los Nav estan formados por una subunidad a y una o dos subunidades B(Catterall
2000). Las subunidades B, tienen un peso molecular entre 33 y 36 KDa y estan implicadas
en la insercion de la subunidad a en la membrana y en la modulacién de la inactivacién del
canal (Isom et al. 1992)(Isom et al. 1995). La subunidad a, tiene un peso molecular de 260
KDa y estda formada de aproximadamente 2000 aminoacidos, organizados en cuatro
dominios homdlogos, cada uno de los dominios contiene seis segmentos transmembrana,
denominados de S1 a S6. Los cuatro primeros segmentos transmembrana de cada uno de
los cuatro dominios, forman el sensor de voltaje, mientras que los segmentos S5 y S6
forman el poro del canal, con un bucle P entre ellos (Catterall 2000). El filtro de
selectividad del canal esta formado por un anillo de cuatro residuos, que se encuentran en
el bucle P de cada uno de los cuatro dominios y es conocido como motivo DEKA
(Aspartato, Glutamato, Lisina y Alanina) (Heinemann et al. 1992)(Lipkind and Fozzard
2008). Las corrientes de Na* son de gran amplitud, sin embargo, solo duran unos pocos
milisegundos, posteriormente el canal se vuelve impermeable al ion por un proceso
conocido como inactivacion rdpida, el cual es mediado por tres residuos que se
encuentran en el bucle intracelular entre el dominio Il y IV y conforman el motivo IFM.

Los Nav son blancos moleculares de varias neurotoxinas y de algunos farmacos entre ellos
los AL, antiarritmicos y algunos anticonvulsivantes (Catterall 1980)(Clare et al. 2000) y por
lo tanto son usados para el tratamiento de trastornos asociados a hiperexcitabilidad
neuronal 'y muscular como epilepsia, dolor neuropatico, enfermedades



neurodegenerativas, espasticidad y algunas arritmias cardiacas (Tarnawa, Boélcskei, and
Kocsis 2007).

Los mecanismos moleculares por los cuales los AL alteran la funcién de Nav no estd del
todo clara. Sin embargo, con el conocimiento de la estructura molecular de los Nav,
especialmente de la subunidad a formadora del poro, ha sido posible acercarse al sitio
receptor de AL (Scholz 2002). Célculos biofisicos basados en el campo eléctrico a través de
la membrana celular, sugieren que el sitio de unién de los AL se encuentra a una distancia
de la superficie externa de la membrana de aproximadamente 60% del didmetro de la
membrana, es decir el sitio receptor posiblemente se encuentra protegido en el poro y
para lograr el bloqueo se necesita la apertura del canal (Scholz 2002).

Los sitios receptores de los AL en Nav, hasta el momento, no han sido revelados mediante
la técnica de cristalografia, como tampoco, mediante RMN. Sélo se han dado
aproximaciones de estructuras cristalograficas del poro de canales de potasio en bacterias
y recientemente, se logré un acercamiento de la estructura de un Nav mediante esta
misma técnica. Las interacciones entre AL y Nav, se han realizado mediante experimentos
de mapeo con mutaciones sitio-dirigidas, expresando canales Nav por via heteréloga y
desarrollando experimentos electrofisiolégicos y farmacolégicos para estimar Ia
sensibilidad de estos canales a los AL. Con estas metodologias, se ha sugerido que el sitio
receptor de los AL se encuentra en el poro de los Nav, especificamente en los segmentos
S6 de los cuatro dominios.

Procedimientos en los que se inducen mutaciones sitio-dirigidas sobre los Nav (y en
general para cualquier receptor proteico) para dilucidar los sitios receptores, han sido
utiles para hallar interacciones especificas entre canales y farmacos. Sin embargo, debido
al grado de aleatoriedad de escogencia de las mutaciones y los insumos bioquimicos y
biotecnoldgicos que requiere el hacer estas mutaciones, este tipo de técnica representa
un costo elevado. Hoy en dia, para el disefio de nuevos farmacos, se propone conocer los
bolsillos de los receptores, los sitios de interaccion y unién para dirigir el disefio y la
sintesis de moléculas (de forma especifica para el bolsillo del receptor).

El sitio de union de la batracotoxina (BTX) se encuentra en la parte exterior del poro y
parece influir en la potencia de unidon de AL en las regiones internas del poro. La BTX
altera la apertura de los canales Nav y hace que estos canales se abran de forma
persistente, mientras que los AL bloquean lo conductancia del Na* (Scholz 2002)(Wang,
Nau, and Wang 2000). La unién de BTX y AL es dependiente del estado, los AL se unen



preferiblemente al estado inactivado mientras que la BTX se une a su sitio receptor
cuando el canal esta abierto(Hille 2001).

Los AL son antagonistas de la BTX, este antagonismo se sugiere que es debido a una
interaccion alostérica indirecta de estos dos ligandos(Wang, Nau, and Wang 2000). Los
receptores de BTX y AL han sido mapeados en residuos comunes del segmento
transmembrana S6 del dominio |, lll y IV de la subunidad o del canal de Na*(Wang, Nau,
and Wang 2000). Recientemente se realizé un estudio por medio de experimentos
electrofisiolégicos, donde se demostré que el Navl.4 de Phyllobates aurotaenia es
insensible a la bupivacaina, siendo este farmaco uno de los AL mas cardiotdxicos (Castafio
2011).

Por esta razén se considera que el estudio de los Navl.4 de ranas que pertenecen a la
familia Dendrobatidae a la cual pertenece Phyllobates aurotaenia, podria arrojar
informacién importante sobre el sitio de unién de los AL en los Navl.4 de mamiferos;
teniendo en cuenta que el andlisis de las diferencias que existan entre los residuos
aminoacidicos de la zona receptor para los AL debe ser relevante para la unién de los
mismos a los Nav1.4 de mamiferos.

Con base en lo anterior, en este proyecto se propuso describir y comparar tanto las
secuencias de aminoacidos primarias completas como las secuencias parciales de los
dominios y motivos funcionales y estructurales involucrados en la interaccién con AL de la
subunidad a de los Navl.4 de seis especies de dendrobatidos (Phyllobates aurotaenia,
Oophaga histrionica, Epipedobates boulengeri, Andinobates bombetes, Andinobates
minutus y Colostethus fraterdanieli) y de una especie control (Eleutherodactylus
johnstonei). Todas estas secuencias a su vez fueron comparadas con la secuencia que
codifica para la subunidad a de Nav1.4 de Rattus norvegicus.

La deteccion de mutaciones naturales presentes en los canales de dendrobatidos (en
conjunto con futuros experimentos funcionales), que pudieran explicar el funcionamiento
de los Nav y los sitios de unién de los AL, ahorraran esfuerzos de investigacién y recursos.
Este estudio, ademads, permitird conocer los aspectos evolutivos de la estructura y funcién
de los Nav. Asi mismo, permitird tener una aproximacion a la deduccidn de los sitios de
union y el bolsillo estructural de interaccion entre los Nav y los AL, permitiendo en el
futuro disefar nuevos farmacos y terapias mas especificas.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Analizar las secuencias que codifican para la subunidad a de los Nav1.4 de seis especies de
ranas de la familia Dendrobatidae y el sitio receptor de ALy BTX.

3.2. Objetivos especificos

e Describir las secuencias primarias que codifican para la subunidad a de los Nav1.4 de
seis especies de dendrobatidos y una especie control.

e Comparar las secuencias primarias completas, dominios y motivos funcionales vy
estructurales de los Navl.4 de seis especies de dendrobatidos y una especie control
con el Navl.4 de rata por medio de arboles filogenéticos e identificar residuos
involucrados en inactivacién répida y lenta.

e Comparar los residuos implicados en el sitio receptor de AL y BTX de Nav de rata con
las secuencias obtenidas de Nav1.4 de seis especies de dendrobatidos y una especie
control



4. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

4.1. Estructura y funcion de los canales de sodio dependientes de voltaje (Nav)

Los canales dependientes de voltaje son proteinas que permiten el paso de iones a través
de la membrana celular, regulados por la diferencia de voltaje alrededor de la membrana.
Entre estos canales se encuentran los canales de sodio dependientes de voltaje (Nav), los
cuales estan presenten en tejidos eléctricamente excitables como neuronas, musculo
esquelético y cardiaco(Goldin 1999).

El trabajo realizado por Alan Hodgkin y Andrew Huxley en 1952, usando la técnica de
“voltage clamp” en el estudio del potencial de accién en el axdn gigante de calamar,
demostré que las sefiales eléctricas en nervios son iniciadas por la activacion de la
corriente de Na* dependiente de voltaje, que transporta Na* hacia el interior de la célula;
luego de 1-2 ms la corriente de Na® se inactivaba y la sefial eléctrica se terminaba por la
activacion de la corriente de K* dependiente de voltaje, que transporta K al exterior de la
célula, restableciendo el equilibrio inicial de cargas eléctricas a través de la membrana
(Hodgkin and Huxley 1952a)(Hodgkin and Huxley 1952d)(Hodgkin and Huxley
1952c)(Hodgkin and Huxley 1952b).

En la década de los 70’s se demostrd que las neurotoxinas actuan en multiples sitios
receptores para modificar la conductancia idénica y la dependencia de voltaje de los
canales de Na*(Catterall 1980). En 1980, por medio de marcaje por fotoafinidad, se usaron
toxinas de escorpiones para identificar las subunidades proteicas de los canales de Na“,
encontrando una subunidad grande a de 260 kDa y una subunidad pequeiia  de 30 a 40
kDa (Beneski and Catterall 1980). Posteriormente se realizd la purificacidon de los canales
de Na* de cerebro, mostrando que estan compuestos de una subunidad a, asociada con
una subunidad B1 de manera no covalente de 36 kDa y una subunidad B2 unida por un
puente disulfuro de 33 kDa(Hartshorne and Catterall 1984)(Hartshorne and Catterall
1981). Igualmente se purificd la subunidad o de la anguila eléctrica (Electrophorus
electricus) y la subunidad a y una subunidad B1 del musculo esquelético de rata(Barchi
1983).



La clonacidn y secuenciacién del ADNc que codifica para la subunidad a, permitié definir
su estructura primaria y mostrar que el ARNm que codifica para la subunidad a es
suficiente para la expresiéon de los canales de sodio funcionales(Noda et al. 1984)(Noda et
al. 1986)(Goldin et al. 1986). Mientras que las subunidades B modulan la cinética, la
dependencia de voltaje de la activacién e inactivacién y funcionan como moléculas de
adhesidén celular(lsom et al. 1992)(Isom et al. 1995).

La subunidad a del canal de Na* estd formada de aproximadamente 2000 residuos de
aminodacidos, organizados en cuatro dominios homodlogos, cada uno de los dominios
contiene seis segmentos transmembrana, denominados de S1 a S6. Los cuatro primeros
segmentos transmembrana (S1 a S4) de cada uno de los cuatro dominios, forman el
dominio sensor de voltaje; mientras que los segmentos S5 y S6 de cada uno de los
dominios forman el poro del canal, con un bucle P entre ellos, en cada bucle P existen dos
segmentos cortos denominados SS1 y SS2, que abarcan parte de la membrana y
neutralizan algunos de los residuos cargados positivamente en S4, los residuos
encontrados en estos segmentos cortos, forman anillos internos y externos, que sirven
como sitio receptor de la tetrodotoxina (TTX) y saxitoxina (STX) al igual que como filtro de
selectividad en el poro externo del canal (Fig. 1) (Terlau et al. 1991)(Catterall 2000). La
estructura de cristal del Nav de la bacteria Arcobacter butzleri, muestra como los cuatro
dominios estan dispuestos alrededor de un canal acuoso central formando el poro (Fig. 2)
(Payandeh et al. 2011).
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Fig. 2 Estructura terciaria del Nav bacteriano. El sensor de voltaje y el poro se conectan mediante
el segmento de union intracelular entre los segmentos cuatro y cinco (Payandeh et al. 2011).

El filtro de selectividad del canal de Na* esta formado por un anillo de cuatro residuos, que
se encuentran en el bucle P, Aspartato (D) en el dominio I, Glutamato (E) en el dominio I,
Lisina (R) en el dominio Il y Alanina (A) en el dominio IV, conocido como motivo DEKA
(Heinemann et al. 1992)(Lipkind and Fozzard 2008). El ion Na* pasa hidratado a través del
filtro de selectividad e interactia con dos oxigenos del Glutamato (E); en cambio el K* no
pasa facilmente a través del canal, debido a que presenta una interaccion mas débil con el
Glutamato (E), ademas la repulsion que presenta la Lisina (K) por este ion es mas fuerte
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que por el ion Na* (Lipkind and Fozzard 2008). Estudios previos han demostrado que el
reemplazo de la Lisina (K) en el dominio Ill suprime la selectividad por el Na* y permite el
ingreso de K*y Ca®* (Favre, Moczydlowski, and Schild 1996)(Heinemann et al. 1992).

Los canales de Na* presentan tres estados funcionalmente distintos: Reposo (cerrado),
activo (abierto) e inactivado (Fig. 3). En el potencial de reposo de la membrana, los canales
se encuentran en su estado cerrado no conductor, en la despolarizacién se cree que los
sensores de voltaje S4 (contienen entre 4 y 7 motivos repetidos de residuos cargados
positivamente, usualmente Arginina (R), separados entre dos residuos hidrofébicos
(Catterall 1986a)(Catterall 1986b)), se mueven hacia la superficie extracelular ; este
movimiento es transferido al poro por el segmento de unién intracelular, provocando un
cambio conformacional que resulta en la apertura del canal por unos pocos milisegundos,
después ocurre unos procesos conocidos como inactivacion rapida y lenta, que llevan al
canal a un estado inactivado no conductor. Después de la hiperpolarizacién de la
membrana el canal de Na' regresa a su estado de reposo antes de la siguiente
despolarizacion(Ruben 2014)(Bagal et al. 2015).
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Fig. 3 Estados del canal de sodio dependiente de voltaje y la corriente asociada a cada uno de los
tres estados. (Bagal et al. 2015)

Las corrientes de Na® en tejidos excitables son de gran amplitud, sin embargo, esta
corriente solo dura unos pocos milisegundos, posteriormente el canal se vuelve
impermeable al Na* por un proceso conocido como inactivacion rapida, este proceso es
mediado por tres residuos, en el bucle intracelular entre el dominio Ill y IV del canal, que
conforman el motivo hidrofdbico IFM (Isoleucina (l), Fenilalanina (F), Metionina (M)). Esta
compuerta de inactivacidn rdpida sirve como una particula de blogueo intracelular que se
pliega en la estructura de canal como una tapa articulada y bloquea el poro durante la
inactivacion, como se observa en la Fig. 4 (Vassilev, Scheuer, and Catterall 1988).
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Fig. 4 Motivo IFM del canal Nav. A. Modelo del canal Nav con la compuerta de inactivacion. B.
Estructura tridimensional determinada por NMR de la compuerta de inactivacion (Rohl et al. 1999).

Los canales de sodio también pasan por un proceso conocido como inactivacién lenta,
mientras que el inicio y la recuperacién de la inactivacidn rapida ocurre en milisegundos,
el inicio y la recuperacién de la inactivacién lenta ocurre en segundos; este proceso ocurre
durante despolarizaciones repetitivas o prolongadas de los canales de Na®, limitando asi la
disponibilidad del canal durante largos periodos de tiempo. La estructura de cristal del
canal sugiere que el proceso de inactivacién lenta, puede ser debido a un continuo
reordenamiento del canal, durante despolarizaciones prolongadas; lo que puede llevar a
que colapse tanto el poro como el filtro de selectividad, evitando asi la conduccién del Na*
(Richmond et al. 1998). Estudios de estructura y funcidn han demostrado que cambios
conformacionales en el filtro de selectividad y en el segmento S6 son claves en la
transicion al estado de inactivacion lenta(Catterall 2014).

La inactivacidn modula la afinidad de los canales Nav por diversos agentes quimicos en
particular AL y farmacos de accién similar(Ulbricht 2005), por esta razén varios autores
han reportado residuos involucrados tanto en inactivacion rapida como en inactivaciéon
lenta(Z. Zhang et al. 2003)(Smith and Goldin 1997)(W. Xiong et al. 2003)(Vilin, Fujimoto,
and Ruben 2001)(O’Reilly, Wang, and Wang 2001)(Ong, Tomaselli, and Balser 2000)(Todt
et al. 1999)(J. Miller et al. 2000)(Kellenberger et al. 1997)(McCollum et al. 2003)(Mitrovic,
George, and Horn 2000)(Featherstone, Fujimoto, and Ruben 1998)(Bai et al.
2003)(Vedantham and Cannon 2000). De igual manera la inactivacion lenta puede
afectarse por un gran nimero de enfermedades hereditarias del mdsculo esquelético que
se presentan por mutaciones en la subunidad a del canal Nav1.4, se han realizado varios
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estudios reportando las mutaciones involucradas con estas patologias (Struyk et al.
2000)(Cummins and Sigworth 1996)(Hayward, Brown, and Cannon 1997).

En la Fig. 5 se observa una aproximacion pictérica de la diferencia entre los dos procesos
de inactivacion.

Cerrado Abierto Inactivacidn Inactivacidn
Na+ Sensorde rapida lenta
DIl Dl voltaje ——
AV
-~
- [IFV]

Estimulos cortos
Estimulos prolongados
Fig. 5 Diagrama con los diferentes estados de los Nav. En el estado cerrado no hay conduccion de
iones a través del poro, el estado abierto generado por un cambio repentino de voltaje (estimulos
cortos, produce el movimiento de los sensores de voltaje y permite el paso de iones a través del
poro; pero este estado es bloqueado por la inactivacion rdpida. Y si el estimulo despolarizante es
prolongado el canal presenta otra configuracion conocida como inactivacion lenta que al parecer
no permite que el canal retorne a cualquiera de los estados anteriores “.

Las subunidades a de los canales de sodio, estan codificadas por 10 genes que se expresan
en diferentes tejidos excitables (Tabla 1); en el sistema nervioso central (SNC) Navil.1,
Nav1.2, Nav1.3, Navl.6, en el sistema nervioso periférico (SNP) Nav1.7, Nav1.8 y Nav1.9,
en musculo esquelético Navl.4, en corazén Navl.5 y existe otro canal de sodio, Na,, el
cual no es dependiente de voltaje(Watanabe et al. 2000). La mayoria de estos canales
también presentan niveles significativos de expresion fuera de sus tejidos
primarios(Goldin 2001).

14



Tabla 1 Subunidades a del canal de sodio de mamifero (Goldin 2001).

TIPO SIMBOLO DEL GEN TEJIDOS PRIMARIOS
Nav1.1 SCN1A Neuronas del SNC*
Nav1.2 SCN2A Neuronas del SNC*
Nav1.3 SCN3A Neuronas del SNC*
Nav1.4 SCN4A Musculo esquelético
Nav1.5 SCN5A Musculo cardiaco
Nav1.6 SCN8A Neuronas del SNC
Navl1.7 SCN9A Neuronas del SNP
Nav1.8 SCN10A Neuronas del GRD"
Nav1.9 SCN11A Neuronas del GRD"
Nax SCN6A SCN7A Utero, astrocitos, hipotdlamo

*GRD: Ganglios de la Raiz Dorsal

El canal de Na® de musculo esquelético (Navl.4) se aislé inicialmente de musculo
esquelético de rata y fue llamado SkM1 o p, se expresa en altos niveles en musculo
esquelético adulto, en bajos niveles en musculo esquelético neonatal y no se expresa ni en
cerebro ni en musculo cardiaco. Esta isoforma es sensible a concentraciones nanomolares
de tetrodotoxina (TTX), de i conotoxina GIIIA y i conotoxina PIIIA(Goldin 2001).

4.1.1. Sitio de union de toxinas y farmacos en los canales de sodio dependientes de
voltaje (Nav)

Los Nav son blancos moleculares de varias neurotoxinas, las cuales alteran su funcién
uniéndose a diferentes sitios receptores en el canal(Catterall 1980). Se han identificado
seis sitios receptores, Tabla 2 (Catterall 1992). También se ha propuesto sitios de unién
para farmacos como AL, antiarritmicos y algunos anticonvulsivantes; estos farmacos son
utilizados para disminuir la actividad del canal de sodio en sindromes de
hiperexcitabilidad; como arritmias cardiacas y convulsiones epilépticas(Clare et al.
2000)(Linford et al. 1998). La Fig. 6 muestra los dominios estructurales y los sitios de unién
de toxinas en los canales de Na".
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Tabla 2 Sitios receptores de neurotoxinas en los canales de sodio dependientes de voltaje
(Catterall et al. 2007).

Receptor Neurotoxin Functional effect

sile

Site 1 Tetrodotoxin Pore block
Saxitoxin

p-Conotoxin

Site 2 Batrachotoxin Persistent activation
enhanced activation, and
block of activation

Veratridine
Grayanotoxin
Aconiling

Sie 3 2-Scorpion Loxins Slowed inactivation
Sca ancmonce
toxins
Atrachotoxins

Site 4 f-Scorpion toxins Enhanced activation

Site 5 Brevetoxins Enhanced activation and
block of inactivation
Ciguatoxin

Site 6 d-Conotoxin Slowed inactivation

Site 1 (TTX, STX)

| W

Site 1 (u-conotoxin)
Site 2
Site 3
Site 4
Site 5

NEEN

+H3N

COz”

Fig. 6 Localizacién de los sitios receptores de neurotoxinas en canal de sodio mamifero (Catterall
et al. 2007).

Sitio receptor 1 A este sitio se unen dos tipos de toxinas, las guanidinas heterociclicas
solubles en agua, la tetrodotoxina (TTX) y la saxitoxina (STX) y la neurotoxina peptidica n
conotoxina. Estas toxinas bloquean la conductancia del sodio(Catterall et al. 2007).
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La TTX se encontrd inicialmente en los ovarios y en el higado del pez globo y mas
recientemente se ha encontrado en algunas especies de tritones, pulpos y ranas(Crone et
al. 1976)(Kim, Brown, and Mosher 1975)(Sheumack et al. 1978)(Yasumoto et al. 1986),
presenta efectos téxicos en los sistemas neuromuscular, cardiovascular y respiratorio. Su
estructura se muestra en la Fig. 7. La accién selectiva de esta toxina ha sido demostrada en
nervios mielinizados, musculo esquelético y otras células de tejido excitable, en las cuales
las corrientes de entrada de Na® son importantes para la generacién del potencial de
accion(Evans 1972)(Ritchie and Rogart 1977).

La STX es producida por el dinoflagelado Gonyaulax catenella y se encuentra en gran
concentracion en almejas, mejillones y otros mariscos que se alimentan de estos
organismos(Schantz 1986). Su estructura se muestra en la Fig. 7.

OH H,N_ O
0 - T )y
0O OH NH HN
N% )\ />—NH;
HO HNZ N7 XN o4
H HO N OH
Tetrodotoxin (TTX) Saxitoxin

Fig. 7 Estructura quimica de la tetrodotoxina y la saxitoxina.(Bagal et al. 2015)

Las p conotoxinas son una familia de toxinas peptidicas provenientes del veneno del
caracol Conus, formadas de 20 a 25 residuos, de los cuales 6 son Cisteinas (C) que forman
puentes disulfuro; algunas de las 1 conotoxinas bien caracterizadas son GIIIA, PIIIA, SmIIIA
and KIIIA(R. Chen, Robinson, and Chung 2014).

Los residuos que forman el sitio receptor 1 estdn localizados en el loop del poro y se cree
que forman el filtro de selectividad(Narahashi, Moore, and Scott 1964)(Ritchie and Rogart
1977)(Noda et al. 1989)(Terlau et al. 1991). Se ha identificado el Glutamato (E) en la
posiciéon 387 en el bucle re-entrante a la membrana en el dominio | y residuos
principalmente negativos en posiciones analogas en los cuatro dominios, como sitios de
unién de TTX y STX a los canales de sodio(Ritchie and Rogart 1977) (Noda et al. 1989). Hay
experimentos que muestran que las p conotoxinas inhiben competitivamente la unién de
TTX/STX en canales nativos, sin embargo, algunas de las mutaciones que afectan la
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afinidad de TTX, no alteran la unién de la pu conotoxina, lo que sugiere que estas dos
toxinas comparten un sitio receptor que se traslapa pero que no es idéntico(Catterall et al.
2007).

Sitio receptor 2 A este sitio se unen varias toxinas solubles en lipidos, aisladas de varias
especies de plantas y de las ranas venenosas; como lo son la grayanotoxina vy los
alcaloides veratridina, aconitina y batracotoxina (BTX) (Albuquerque, Daly, and Witkop
1971)(Catterall 1980)(Khodorov 1985). La estructura quimica de cada una de estas toxinas
se muestra en la Fig. 8. Estas toxinas causan activacién prolongada de los canales de Na*
en el potencial de reposo de la membrana, bloqueando la inactivacién del canal de sodio y
desplazando la activacién del canal dependiente de voltaje a potenciales de membrana
mas negativos(Catterall 1992)(Ulbricht 1969). También alteran la selectividad idnica; por
lo tanto, es probable que el sitio receptor se encuentre en la regidén que esta envuelta en
la activacién dependiente de voltaje y la inactivacidon(Catterall 1980). Se ha encontrado
que el sitio receptor 2 se encuentra en el segmento transmembrana S6 del dominio | y IV
de la subunidad a del canal de Na* (Trainer, Brown, and Catterall 1996). Otros estudios
han demostrado que residuos en el segmento S6 del dominio Il y lll son también
importantes para la unién de BTX(S.-Y. Wang, Barile, and Wang 2001). Igualmente se ha
encontrado que su sitio de unién se puede solapar parcialmente con el sitio de unién de
anestésicos locales(G. Wang, Quan, and Wang 1998).

ACONITINE GRAYANOTOXIN |

Fig. 8 Estructura de las toxinas solubles en lipidos. (Catterall 1980)
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Las grayanotoxinas Il y lll son toxinas encontradas en las hojas de plantas de la familia
Ericaceae y especialmente en el género Aconitum (Narahashi and Seyama 1974) (Seyama
and Narahashi 1973). Las toxinas Il y Il son derivadas de la I. Despolarizan las membranas
excitables de musculo esquelético, corazén y axdén gigante de calamar por un incremento
en la permeabilidad de sodio. La TTX inhibe las corrientes de sodio inducidas por
grayanotoxina, mostrando que tienen diferentes sitios receptores(Deguchi and Sakai
1967)(Ku et al. 1977)

La veratridina es un alcaloide producido por las plantas de la familia Lilaceae. Este
alcaloide produce contractura muscular, disparos repetitivos de nervios y ritmos cardiacos
irregulares (Krayer and Acheson 1946). La veratridina causa despolarizaciéon del nervio
debido a un incremento en la permeabilidad de sodio. La TTX inhibe la activacién de la
veratridina, lo que indica que estas dos toxinas tienen sitios receptores
diferentes(Catterall 1975a).

La aconitina es un alcaloide producido por la planta Aconitum napellus. Este alcaloide
produce arritmias de fibras ventriculares y de Purkinje y repetitivos potenciales vy
oscilaciones seguidos de la estimulaciéon del nervio(Peper and Trautwein 1967)(Herzog,
Feibel, and Bryant 1964). Estos efectos son causados por la despolarizacién prolongada
que impide la repolarizacion completa de la membrana excitable; y esta despolarizacién
prolongada es bloqueada por la TTX. Se evalué la accién de la aconitina en nervios
mielinizados, por medio de la técnica de “voltage clamp” y mostré que este alcaloide
modifica la dependencia de voltaje de la activacién de los canales de sodio y bloquea la
inactivacion(Schmidt and Schmitt 1974).

La BTX es un alcaloide aislado de |a piel de las ranas venenosas del género Phyllobates. Los
efectos farmacolégicos de este alcaloide resultan de la despolarizacién del nervio y
musculo debido al aumento de la permeabilidad de sodio. La despolarizacién de
membranas excitables generada por la BTX es completamente bloqueada por la TTX
(Catterall 1975a)(Albuquerque, Daly, and Witkop 1971)(Narahashi, Albuquerque, and
Deguchi 1971) (Albuquerque, Seyama, and Narahashi 1973)
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Sitio receptor 3 A este sitio se unen toxinas polipeptidicas purificadas de venenos de
escorpiones del Norte de Africa, conocidas como toxinas de escorpién o, de anemonas
marinas y de algunas arafias(Catterall 1980)(Strichartz, Rando, and Wang 1987). Estas
toxinas ralentizan o bloquean la inactivacion del canal de sodio(Bergman et al.
1976)(Catterall 1980)(Lazdunski et al. 1986). Catterall y colaboradores han demostrado
gue la unidn de las toxinas de escorpiones a su sitio receptor es altamente dependiente de
voltaje(Catterall 1979)(Catterall, Ray, and Morrow 1976)(Ray, Morrow, and Catterall
1978). Lo anterior sugiere que el sitio receptor 3 esta localizado en una regidén del canal de
Na® que sufre un cambio conformacional durante la activacién dependiente de voltaje,
gue bien puede ser el sensor de voltaje o estructuras envueltas en la compuerta de
activacion del canal(Rogers et al. 1996)(Catterall 1992). Estudios sugieren que el loop
extracelular entre el segmento S5 y S6 del dominio | y IV y residuos en el loop extracelular
entre el segmento S3 y S4 del dominio IV, estan relacionados con la unidn de este tipo de
toxinas(Catterall et al. 2007).

Se han purificado las toxinas de escorpiones tanto del Norte de Africa como de América,
en los dos continentes se han encontrado polipéptidos con un peso molecular de
aproximadamente 7000, observandose homologia en sus secuencias(Babin et al. 1975).
Estas toxinas causan secrecidn de neurotransmisores, arritmias cardiacas, repetitivos
disparos y despolarizacién en el nervio; que se debe principalmente a la modificacién de
las propiedades de los canales de Nav. Adam y colaboradores mostraron que los venenos
de escorpiones causan despolarizacién y actividad espontanea de nervios mielinizados
debido al incremento en la permeabilidad del sodio y a la duracién prolongada de los
potenciales de accién(Adam et al. 1966). Mientras que las toxinas purificadas que
ralentizan la inactivacion, tienen poco o ningin efecto sobre la permeabilidad del Na* en
la membrana en reposo, por lo que no causan activacién persistente de los canales de Na*
en nervio o musculo esquelético(Romey et al. 1975)(Okamoto, Takahashi, and Yamashita
1977)(Catterall 1979). La accién de la toxina de escorpiones es bloqueada por la TTX,
indicando que estas dos toxinas actuan en sitios separados(Catterall 1975b).

Las toxinas de anemonas fueron aisladas inicialmente de Anemonia sulcata, que se
encuentran como polipéptidos con un peso molecular entre 2500 y 5000 (Béress, Béress,
and Wunderer 1975)(Béress and Béress 1975). Las toxinas de anemonas y las toxinas de
escorpiones presentan acciones similares en los canales de sodio, como inhibicidon de la
inactivacion, aumento de la activacion persistente por las toxinas solubles en lipidos y la
union dependiente de voltaje(Catterall 1980).
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Sitio receptor 4 A este sitio se unen otras toxinas de escorpiones que son homologas a las
mencionadas anteriormente, estas toxinas se encuentran con mayor frecuencia en los
venenos de escorpiones del nuevo mundo como Centruroides sculpturatus y Tityus
serrulatus, son conocidas como toxinas de escorpion B (Couraud et al. 1982)(Lazdunski et
al. 1986)(Strichartz, Rando, and Wang 1987). Su funcién es desplazar la activacion
dependiente de voltaje del canal de sodio hacia potenciales mas negativos sin modificar la
inactivacion del canal (Cahalan 1975)(Couraud et al. 1982)(Meves, Rubly, and Watt 1982).
Recientemente se encontrd que la toxina de la arafia Macrothele gigas, se une también al
sitio receptor 4(Corzo et al. 2003). El mecanismo de acciéon de estas toxinas estd
relacionado con residuos especificos del loop entre los segmentos S1-S2 y S3-S4 del
dominio Il (Cestele et al. 1998).

Sitio_receptor 5 A este sitio se unen dos toxinas solubles en lipidos con una masa
molecular en el rango de los 1000 Da, las brevetoxinas y las ciguatoxinas, procedentes de
los dinoflagelados Karenia brevis y Gambierdicus toxicus respectivamente(Catterall and
Gainer 1985)(Lombet, Bidard, and Lazdunski 1987)(Poli, Mende, and Baden
1986)(Catterall et al. 2007). Estas toxinas causan disparos repetitivos en nervios,
desplazamiento de la activacién dependiente de voltaje del canal de Na* y bloqueo de la
inactivacion (Benoit, Legrand, and Dubois 1986). Los segmentos transmembrana IS6 y VS5
participan en la formacion del sitio receptor 5(Trainer et al. 1991).

Sitio receptor 6 A este sitio se une la neurotoxina &-conotoxina y se encarga de ralentizar
la inactivacion del canal de sodio(Fainzilber et al. 1994). Estudios recientes indican que
esta toxina interactua con los residuos del segmento 1VS4, cerca al sitio receptor 3, lo que
sugiere que tienen el mismo mecanismo molecular de las toxinas de escorpién a (Leipold
et al. 2005).

No solo las toxinas afectan la funcidén de los canales de sodio, también existen farmacos
gue bloguean este tipo de canales, como los anestésicos locales (AL), antiarritmicos y
anticonvulsivantes(Bruhova, Tikhonov, and Zhorov 2008).

Los AL se pueden unir a cualquiera de los tres estados del canal de sodio, pero con
diferente afinidad y alcanzar su sitio de unidn a través de vias de acceso intracelular o
extracelular. La inhibicidn de los canales de sodio por AL depende tanto del voltaje como
de la frecuencia. Los estados de reposo en los cuales predominan los potenciales
hiperpolarizados, los AL se unen con menor afinidad, mientras que en los estados abierto
o inactivado, donde prevalecen mas los potenciales de membrana despolarizados, los AL
se unen con mayor afinidad(Li et al. 1999).

21



Los Nav son también blanco de algunos anticonvulsivantes como la lamotrigina, la
fenitoina y la carbamazepina, los cuales muestra accidon de bloqueo similar a los AL, en
axén gigante de calamar y en nervios mielinizados de rana(Ragsdale et al. 1996)(Yarov-
Yarovoy et al. 2001)(Lipicky, Gilbertt, and Stillmant 1972). A pesar de las estructuras
diferentes de estos dos farmacos, es probable que exista una superposicion en sus sitios
de wunién, ya que algunos residuos estan implicados en la unién de ambos
farmacos(Lipkind and Fozzard 2005). La fenitoina y la carbamazepina son inhibidores
alostéricos del sitio receptor 2 de los canales de sodio y se unen preferiblemente al estado
inactivado. También los antiarritmicos de clase | inhiben los Nav, por despolarizacién y por
mayores tasas de estimulacion de la célula cardiaca(Catterall 1987).

4.2. Evolucion de los Nav

Los canales de sodio dependientes de voltaje (Nav) pertenecen a una superfamilia que
incluye los canales de K" dependientes de voltaje (Kv), los canales de Ca®* dependientes de
voltaje (Cav) y los canales regulados por nucledtidos ciclicos(Jan et al. 1992). Tanto los Nav
como los Cav estdn compuestos de cuatro dominios homdlogos, mientras que los Kv y los
canales regulados por nucledtidos ciclicos, estdn compuestos de un solo dominio cada
uno, como se observa en la Fig. 9 (Strong, Chandy, and Gutman 1993).

Potassium channels,
cAMP, ¢cGMP activated channels

1 il il v

Sodium and Calcium Channels

Fig. 9 Diagrama esquemdtico de la estructura de los canales idnicos. En la parte superior se
muestra la estructura de los canales de K* y de los activados por nucleétidos ciclicos y en la parte
inferior se muestra la estructura de los canales de Ca®* y Na” (Strong, Chandy, and Gutman 1993).
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Las bacterias como las células eucariotas tienen altas concentraciones de K* y bajas
concentraciones de Ca®* en el medio intracelular, muchas bacterias no tienen necesidad
de Na' y CI, esto hace que estos organismos generalmente no expresen canales de Na* o
de CI', mientras que si expresan canales de K*(Milkman 1994). Por lo tanto, se cree que los
canales de Na*y los de Ca** evolucionaron a partir de un canal de K* de un solo dominio(B.
Hille 1988). Igualmente es probable que los canales de Ca** hayan evolucionado a partir
de los canales de K*, durante la evolucién de las eucariotas (Bertil Hille 1989).

Los Nav como se habia mencionado antes, comparten la misma estructura de cuatro
dominios con los Cav, lo que ha llevado a sugerir que los Nav han evolucionado a partir de
los Cav; se ha planteado que los Nav evolucionaron a partir de un canal ancestral parecido
a los canales de Ca”* tipo T(Spafford, Spencer, and Gallin 1999). La hipétesis predice la
existencia de un canal ancestral de cuatro dominios con propiedades intermedias entre
los canales de Ca*"y los canales de Na*(zhou et al. 2004).

Hille en 1989 planted la hipdtesis de que un gen de un canal ancestral de un solo dominio,
dio lugar a los canales de ca® por dos duplicaciones intragénicas y luego dio lugar a los
canales de Na* por una divergencia adicional después de la duplicacién de genes(Bertil
Hille 1989). Tal como se observa en la Fig. 10, un gen de un solo dominio fue sometido a
una duplicaciéon interna, para crear una estructura de dos dominios, luego de la
divergencia de los dos dominios, una segunda duplicacién interna dio lugar a la estructura
de cuatro dominios conocida actualmente(Strong, Chandy, and Gutman 1993).
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Fig. 10 Diagrama esquemadtico de las duplicaciones intragénicas que se presume dieron lugar a
los genes de los canales de Ca*'y Na* modernos. (Strong, Chandy, and Gutman 1993)
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El grupo de Strong y colaboradores en 1993, llegaron a las mismas deducciones realizadas
por Hille, al realizar arboles filogenéticos de alineamientos de secuencias de aminoacidos
de cada uno de los dominios de algunos canales de Na* y de Ca**, encontrando que el tipo
de topologia usada coloca a los dominios | y lll, por un lado y a los dominios Il y IV por otro
lado, en grupos monofiléticos, como se observa en la Fig. 11, razén por la cual estos
dominios siguen siendo muy similares entre si, como resultado de su historia
evolutiva(Strong, Chandy, and Gutman 1993).

16 Nal(I)
53(100%)
2 CaSk(I)
36 NalI(IID)
54(82%)
I CaSk(IID)
2 NalI(I)
51(100%)
62
CaSk(II)
42(75%)
d Nal(IV)
50(94%)
2 CaSk(IV)

Fig. 11 Arbol filogenético por Mdxima parsimonia, donde se muestra la relacion entre los cuatro
dominios de los canales Nal (canal de Na* de cerebro de rata) y CaSk (canal de Ca®* de musculo
esquelético de conejo). Entre paréntesis se observa el dominio de cada uno de los canales(Strong,
Chandy, and Gutman 1993).

Por otro lado, los canales Nav de procariotas estdn compuestos de un solo dominio que
contiene el médulo sensor de voltaje (entre los segmentos 1y 4) y el médulo formador del
poro (entre los segmentos 5 y 6), que se oligomeriza para formar un homotetramero, lo
gue lo convierte en un canal mds manejable para realizar el analisis estructural por medio
de cristalografia de rayos X, que aquellos encontrados en eucariotas (Ren et al. 2001).
Cada mondémero de los Nav de procariotas es visto como analogo a los cuatro dominios de
los Nav de eucariotas (Scheuer 2014)(Tang et al. 2014). Por esta razodn las caracteristicas
estructurales y biofisicas de los Nav de procariotas han sido de gran interés para el estudio
de este tipo de canales.
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En el reino protista, especificamente en los coanoflagelados un pequefio grupo de gran
importancia filogenética, debido a que se han considerado los parientes mas préximos a
los animales, también se ha identificado un gen homdlogo a los Nav de los animales, el
cual presenta un filtro de selectividad intermedio entre los Cav y Nav (Fig. 12)(Zakon
2012)(Vien and DeCaen 2016)(Liebeskind, Hillis, and Zakon 2011).
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Fig. 12 Arbol filogenético por método de mdxima verosimilitud de la familia de los canales Nav.
(Liebeskind, Hillis, and Zakon 2011)
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Los cnidarios son el primer filo del reino Animal, de los que se conocen que contienen
células que producen potenciales de accidn, llevados exclusivamente por iones de Na“. La
evidencia esta soportada en la presencia de un canal de Na*en la medusa Cyanea capillata
(Anderson, Holman, and Greenberg 1993). Igualmente se han reportado las secuencias de
Nav de otros invertebrados como el de los moluscos Aplisia califérnica, Loligo opalecens y
Loligo Bleeckeri, aisladas de neuronas del sistema ganglionar nervioso; de los insectos
Drosophila melanogaster, Blatella germanica, Musca domestica se han reportado dos Nav,
encontrados en sistema nervioso; en los anélidos como la sanguijuela se han encontrado
cuatro Nav, no se conoce sus sitios de expresidn pero se creen que podrian estar en el
sistema nervioso(Goldin 2002). Los reportes de las secuencias de aminoacidos de la
subunidad a del canal de Na* de los invertebrados, se listan en la Tabla 3.
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Tabla 3 Secuencias reportadas de Nav de invertebrados. (Goldin 2002)

Invertebrates
AcNavl SCAP1 Aplysia californica California sea hare 1993 U66915 Dyeretal. (1997)
ApNay1 AnemNal Aiptasia pallida Sea anemone 1810 AF041851 see Spafford et al. (1998)
BcNay | BdNal Bdelloura candida Turbellarian flatworm 1699 U93074 Jeziorski et al. (1997)
BgNayl CSMA para Blattella germanica German cockroach 2031 Partial U73583 U71083  Dong (1997; Miyazaki et al. (1996)
BgNa,2 Bscl Blattella germanica German cockroach 2304 AF312365 Liuetal (2001a)
CcNayl CYNALI Cyanea capillata Scyphozoan jellyfish 1739 L15445 Anderson et al. (1993)
DmNayl  Para Drosophila melanogaster ~ Fruit fly 1820 M32078-80 Ramaswami and Tanouye (1989):
Loughney et al. (1989)
DmNa,2 DSCI Drosophila melanogaster ~ Fruit fly Partial X14394-8 Salkoff et al. (1987)
HmNay1 LeNal Hirudo medicinalis Leech Partial Blackshaw et al. (1999)
HmNay2 LeNa2 Hirudo medicinalis Leech Partial Blackshaw et al. (1999)
HmNa,3 LeNa3 Hirudo medicinalis Leech Partial Blackshaw et al. (1999)
HmNas4  LeNa4d Hirudo medicinalis Leech Partial Blackshaw et al. (1999)
HrNay1 TuNal Halocynthia roretzi Ascidian tunicate 2049 D17311 Okamura et al. (1994)
HrNa,2 TuNa2 Halocynthia roretzi Ascidian tunicate 2221 AB042806 Nagahora et al. (2000)
LbNay1 squid Na channel  Loligo bleekeri Squid 1522 D14525 Sato and Matsumoto (1992)
LoNayl GFLNI1 Loligo opalescens Squid 1784 L19979 Rosenthal and Gilly (1993)
MdNay 1 Msc Vsscl Musca domestica House fly 2108 X96668 U38814 Williamson et al. (1996);
Ingles et al. (1996)
PpNayl PpSCNI1 Polyorchis penicillatus Hydrozoan jellyfish 1695 AF047380 Spafford et al. (1998)

En los vertebrados se han reportado las secuencias de Nav de algunos peces como pez
eléctrico Sternopygus macrurus y el pez cebra Danio rerio, en estos organismos se han
obtenido seis Nav's. Se han reportado solo secuencias parciales de musculo esquelético y
corazén de algunos anfibios y reptiles. Mientras que se cuentan con las secuencias
completas de humano, ratén y rata, lo que ha permitido establecer que existen diez
canales Nav(Goldin 2002).

El énfasis reciente del estudio de los Nav se ha enfocado en la determinacién de la
estructura tridimensional, en los mecanismos de su funcion, en su interaccion con otras
estructuras, en su modulacion y en las patologias asociadas con mutaciones puntuales. Los
progresos en la bioquimica de estos canales han permitido su marcaciéon con toxinas, su
solubilizacion y su purificacion. A la fecha cinco estructuras de Nav de procariotas han sido
resueltas por medio de cristalografia de rayos X, de las cuales tres son de longitud
completa (Payandeh et al. 2012)(Payandeh et al. 2011)(Tsai et al. 2013)(X. Zhang et al.
2012) y dos solo de la regién del poro(Mccusker et al. 2012)(Shaya et al. 2014). Mientras
gue se han dilucidado solo dos estructuras de Nav por medio de criomicroscopia
electrdénica en eucariotas; una de la anguila eléctrica (Electrophorus electricus) (Sato et al.
2001) y la otra de la cucaracha americana (Periplaneta americana) (Shen et al. 2017).

En general las secuencias de la familia de los Nav estdn altamente conservados y
especialmente en los segmentos transmembrana, lo que es evidenciable al alinear las
secuencias de los diferentes canales. Esta conservacidon genética es coherente desde el
mundo de vista evolutivo ya que de estos canales depende la funcién de los sistemas
excitables (B. Hille 2001).
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4.3. Estructura, funcion y sitio receptor de AL

4.3.1. Estructuray funcion de los AL

Los AL han sido usados en terapéutica para bloquear la percepcién sensorial, permitiendo
de esta manera llevar a cabo procedimientos quirdrgicos en tejidos periféricos, con el fin
de revertir el dolor agudo o tratar el dolor crénico. Los AL bloquean de manera reversible
la conduccidn nerviosa, mostrando su efecto en cualquier membrana excitable; actian
evitando la propagacion de los potenciales de accidn en las fibras nerviosas, por medio del
bloqueo de los canales de sodio dependientes de voltaje; sin embargo, se conoce que
estas moléculas también bloquean algunos canales de potasio y calcio(Bagal et al.
2012)(Smerilli and Sacot 2004).

La anestesia local fue introducida hace aproximadamente 132 afios, gracias a los trabajos
realizados por Sigmund Freud y Karl Kéller. Sigmund Freud fue el primero en proponer el
uso de la cocaina (alcaloide aislado de las hojas de Erythroxylon coca inicialmente por
Gaedicke en 1855 en forma de cristales rojizos y nombrado como eritroxilina y luego por
Niemann en 1860 quien produjo cristales blancos puros(Wildsmith 1985)) como
anestésico local en el ambito clinico y su colega y amigo Karl Kéller descubrié el potencial
de la cocaina como anestésico local, al agregar una gota de este alcaloide disuelto en agua
destilada en el ojo de una rana y observar que al anfibio permitia que le tocaran la cdrnea
sin presenta reaccién reflexiva o defensiva (Dos Reis 2009).

En el ambito clinico, la cocaina fue ampliamente usada a pesar de sus desventajas de alta
toxicidad, corta duracidon del efecto anestésico, imposibilidad de esterilizacién de la
solucién y costos; ademads que el abuso de esta sustancia produce adiccién. Estudios
posteriores realizados por Alfred Einhorn, demostraron que la capacidad anestésica de la
cocaina se debia a un grupo acido, siendo el mas potente el grupo bencilo (Scholz 2002),
en la Fig. 13, se muestra la estructura quimica de la cocaina. Gracias a estos hallazgos y la
preocupacion por la toxicidad producida por la cocaina, tanto la comunidad médica como
la industria farmacéutica se han concentrado en la busqueda y desarrollo de nuevos
anestésicos locales menos toxicos(Ruetsch, Boni, and Borgeat 2001).
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Fig. 13 Estructura quimica de la cocaina. (Bruhova, Tikhonov, and Zhorov 2008)

En 1898 se sintetizé el primer anestésico local tipo aminoamida, conocido como
nirvaquina, sin embargo, su uso de detuvo por ser una sustancia irritante. En 1900 y en
1905 se desarrollaron la benzocaina y la procaina respectivamente, anestésicos locales
tipo aminoéster; en 1930 la tetracaina fue el Ultimo anestésico local tipo éster
desarrollado y en 1944 se introdujo la lidocaina, primer anestésico local tipo amida usado
a nivel clinico en 1948. Desde la aparicidon de la lidocaina se han venido desarrollando
otros anestésicos locales tipo amida, como la mepivacaina, la prilocaina. La aparicion de la
bupivacaina en 1963 fue un paso muy importante en la evolucion de la anestesia regional,
por ser el primer fdrmaco tipo amida de accién prolongada, y el siguiente anestésico local
de larga duracién introducido fue la etidocaina en 1972 (Ruetsch, Boni, and Borgeat 2001).

La mayoria de los AL presentan una estructura en comun, que consta de un anillo
aromatico hidrofébico; una cadena hidrocarbonada intermedia cuyo enlace puede ser de
tipo éster o amida y de una amina terminal (Fozzard, Lee, and Lipkind 2005), como se
observa en la Fig. 14.
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Fig. 14 Componentes estructurales de los anestésicos locales.(Becker and Reed 2006)
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El anillo aromatico favorece la solubilidad lipidica, propiedad relacionada con la potencia
de la molécula, facilitando la difusidon a través de membranas celulares; la amina terminal
puede existir en forma terciaria (3 enlaces) la cual es soluble en lipidos o en forma
cuaternaria (4 enlaces), con carga positiva que hace que la molécula sea soluble en agua.
El anillo aromatico determina el grado de solubilidad lipidica pero la amina terminal actua
como un interruptor on/off que permite que el AL exista en una conformacién soluble en
agua o soluble en lipidos; para que la base del AL sea estable en solucién se formula como
una sal clorhidrato, de esta manera las moléculas existen en estado cuaternario en el
momento de la inyeccidn y son incapaces de penetrar la membrana.

El tiempo de inicio de la anestesia local se basa en la proporcion de moléculas que se
convierten a la estructura terciaria cuando se exponen al pH fisiolégico (7,4), esta
proporcién se determina por la constante de ionizacién pKa, que se calcula por medio de
la ecuacién de Henderson-Hasselbach:

cationic form /

log uncharged form

=pKa —pH

Es decir, si un AL tiene un pKa de 7,4 y se inyecta en tejidos con pH fisioldgico de 7,4, el
50% de las moléculas existirian en forma cuaternaria y el 50% en forma terciaria, lo que
significa que solo la mitad de las moléculas puede ser solubles en lipidos y penetrar la
membrana. Sin embargo, el pKa de los AL es mayor a 7,4 por lo tanto hay una mayor
proporcién de moléculas que existen en estado cuaternario, cuando son inyectadas a un
tejido normal. De esta manera, por ejemplo, la bupivacaina (pKa 8,1) seria menos efectiva
gue la mepivacaina (pKa 7,6). Sin embargo, una vez las moléculas en estado terciario
entren a la membrana, se reionizan a su estado cuaternario y es a lo que se le atribuye el
bloqueo real del canal de sodio(Becker and Reed 2012), tal como se ilustra en la Fig. 15.
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Fig. 15 Accion de los anestésicos locales.(Becker and Reed 2012)

Por su parte la cadena intermedia determina el patrén de biotransformacion, los esteres
son hidrolizados por esterasas plasmaticas, mientras que las amidas son biotransformadas
en el higado (Becker and Reed 2006). En la Fig. 16 se muestra la estructura de algunos AL.
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Fig. 16 Estructura quimica de algunos anestésicos locales. (Fozzard, Lee, and Lipkind 2005)
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Como se observa en laFig. 16, la benzocaina usada como anestésico tépico, difiere de los
otros anestésicos locales usados a nivel clinico, al no presentar amina terciaria, sin
embargo, se sugiere que la benzocaina comparte el mismo sitio de unién con los otros
anestésicos locales, al menos en canales de Na* musculares y neuronales(Schmidtmayer
and Ulbricht 1980).

Las aminas cuaternarias no son usadas a nivel clinico, pero se utilizan en investigacion; un
ejemplo es el QX-314 (Fig. 17), derivado cuaternario de la lidocaina, con carga positiva
permanente, que se utiliza en investigacién para ayudar a elucidar el mecanismo de
blogueo de los canales de sodio. Este fdrmaco bloquea los Nav solo cuando se aplica en su
lado intracelular(Frazier, Narahashi, and Yamada 1970).
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Fig. 17 Estructura quimica de QX-314.(Bruhova, Tikhonov, and Zhorov 2008)

Estudios han sugerido que los AL con estructura tipo éster presentan una accion mas
potente que aquellos con estructura amida(Scholz 2002). Courtney y Strichartz revisaron
los elementos estructurales que determinan la actividad de los AL y encontraron que la
presencia del grupo metilo en los carbonos 2 y 6 del anillo aromatico, sustituyentes
alifaticos en el grupo amina y cadenas cortas intermedias, mejoran la actividad de los
AL(Fozzard, Lee, and Lipkind 2005).

Actualmente los AL mas usados a nivel clinico son lidocaina, tetracaina y bupivacaina. A
nivel farmacoldgico la bupivacaina, es entre tres y cuatro veces mads potente que la
lidocaina. En seres humanos, el efecto anestésico de la bupivacaina esta reportado como
los de mayor duracidon (mds de 90 minutos), en contraste con la lidocaina con una
duracion mucho menor (menos de 30 minutos)(Smerilli and Sacot 2004).

Los AL también pueden afectar los canales de potasio (K*) y los canales de calcio(Ca®"), lo
que podria ayudar a explicar algunos de sus efectos secundarios (Scholz 2002).
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Los Kv y no dependientes de voltaje también son bloqueados por AL, sin embargo los
canales de K' presentan una menor afinidad por los AL que los canales de Na®, por
ejemplo la afinidad por bupivacaina es de 4 a 10 veces menor y para lidocaina es de 10 a
80 veces menor(Brau, Vogel, and Hempelmann 1998)(Komai and McDowell 2001). Los
canales de K' no dependientes de voltaje son bloqueados por AL en neuronas sensoriales,
como es el caso del canal de K* “flicker” el cual se encuentra en fibras mielinizadas del
nervio ciatico de rana, se encontré que es altamente sensible a los AL, requiriendo solo
0,21 uM de bupivacaina para la mitad del bloqueo maximo(Brau et al. 1995). También los
canales de K’ sensibles a ATP en musculo cardiaco son sensibles a lidocaina y
bupivacaina(Olschewski et al. 1996)(Olschewski et al. 1999).

El bloqueo de los AL a los Kv puede explicar los efectos secundarios y téxicos de los AL en
organos distintos del sistema nervioso periférico, especialmente si presentan diferentes
sensibilidades(Scholz 2002).

Debido a que la estructura de los canales de Ca’*es muy parecida a los canales de Na*, no
es sorprendente que las corrientes de Ca®, especialmente en neuronas de ganglios de la
raiz dorsal (DRG), sean bloqueadas por diferentes tipos de AL, como tetracaina,
bupivacaina, procaina y lidocaina(Sugiyama and Muteki 1994)(Z. Xiong and Strichartz
1998).

4.3.2. Sitio receptor de anestésicos locales

Los mecanismos moleculares por los cuales los anestésicos locales (AL) alteran la funcidn
de los canales de sodio no esta del todo clara. Sin embargo, con el conocimiento de la
estructura molecular de los canales de Na®, especialmente de la subunidad a formadora
del poro, ha sido posible acercarse al sitio receptor de AL(Scholz 2002).

Célculos biofisicos basados en el campo eléctrico a través de la membrana celular,
sugieren que el sitio de unién de los AL se encuentra a una distancia de la superficie
externa de la membrana de aproximadamente 60% del didametro de la membrana, es decir
el sitio receptor posiblemente se encuentra protegido en el poro y para lograr el bloqueo
se necesita la apertura del canal (Scholz 2002). También se ha observado que la unién de
estos farmacos es acumulativa y que el bloqueo funciona cuando los canales estan
abiertos, esto ha sido llamado bloqueo dependiente del uso(Ulbricht 1981)(Courtney
1975).
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El grupo de Ragsdale en 1994 realizaron mutagénesis sitio dirigidas para examinar la
funcion del segmento transmembrana S6 del dominio IV en la acciéon de los AL y
encontraron que los residuos en las posiciones F1764 y Y1771 del canal de sodio de
cerebro de rata Navl.2 son determinantes en el sitio de union de AL, vy la sustitucién de
estos residuos con Alanina (A) desestabiliza la unién de estos farmacos por reduccién de
hidrofobicidad y aromaticidad en estas posiciones, también encontraron que 11760
orientado en el mismo lado de F1764 y Y1771 (Fig. 18), se encuentra bien posicionado para
el acceso extracelular al sitio de union de los AL. El reemplazo del residuo voluminoso
Isoleucina (I) por Alanina (A) permitié que QX314 alcanzara el sitio de unién a través del
medio extracelular, tal vez pasando directamente a través del poro desde el exterior, de
esta manera 11760 corresponde probablemente a una regién estrecha del poro(Ragsdale
et al. 1994).

$§81-882

Fig. 18 Residuos en el IVS6 importantes en la union de AL. (Ragsdale et al. 1994)

Debido a que los AL se unen en una cavidad en el poro formada por un arreglo simétrico
de los segmentos S6 de cada uno de los cuatro dominios, es probable que los segmentos
S6 en los dominios |, Il y lll también contribuyan al sitio receptor de AL(Yarov-Yarovoy et
al. 2001).

Mutaciones en los residuos del segmento S6 del dominio Il de Nav1.2 han sido estudiadas
por el grupo de Yarov-Yarovoy en 2001, encontraron que solo tres mutaciones presentan
efectos fuertes en el bloqueo por AL. Mutaciones de los residuos L1465A y 11469A que se
encuentran en el mismo lado de la hélice a (Fig. 19), disminuyen el bloqueo por
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lamotrigina (medicamento utilizado para la epilepsia y el trastorno bipolar, antagonista de
los Nav) y etidocaina en el estado inactivado y la mutacién del residuo N1466A también
disminuye el bloqueo en estado inactivado por el compuesto 4030w92 (anticonvulsivante,
antagonista de los Nav) y tiene un efecto fuerte en el bloqueo por etidocaina(Yarov-
Yarovoy et al. 2001).
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Fig. 19 Unioén de lamotrigina al segmento 11iS6 y IVS6 del canal de sodio de cerebro de rata.
(Yarov-Yarovoy et al. 2001)

Y

En el afio 2002 el grupo de Yarov-Yarovoy evaluaron la funciéon del segmento
transmembrana S6 del dominio | y Il del canal Navl.2 de rata en la unién de AL;
encontraron que solo una mutaciéon 1409A en el segmento I1S6 disminuye el bloqueo en
estado inactivado por etidocaina y que este residuo junto con los residuos mencionados
anteriormente en los segmentos IIS6 y IVS6 son importantes para la union de AL (Fig. 20).
También encontraron que las mutaciones de los residuos N418 y 1409 por Alanina (A) en el
segmento 1S6, disminuian el bloqueo dependiente del uso por etidocaina. Ninguna de las
mutaciones estudiadas del segmento 1I1S6 tuvieron un efecto significativo sobre la afinidad
de unién de etidocaina hacia el estado inactivado o efecto sobre el bloqueo dependiente
del uso de este farmaco(Yarov-Yarovoy, McPhee, and Idsvoog 2002).
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Fig. 20 Union de etidocaina al segmento 156, 111S6 y IVS6 del canal de sodio de cerebro de rata.
(Yarov-Yarovoy, McPhee, and Idsvoog 2002)

En el afio 2003 también se evalud la funcién de los residuos en el segmento I1S6 y 11S6 en el
bloqueo de AL, usando mutagénesis por escaneo de Cisteina (C) del canal de Navl.4 de
rata y encontraron que los residuos 1424, 1425 y G428 del segmento 1S6 y los residuos 1782
y V786 del segmento IIS6 son determinantes en la unidn de lidocaina. Ademas proponen
una relacién topoldgica de los residuos importantes en la unién de AL de los segmentos S6
del canal de Na“, la cual se puede observar en la Fig. 21(Kondratiev and Tomaselli 2003).
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Fig. 21 Representacion de los segmentos S6 de los cuatro dominios. En negrita se muestran los
residuos que alteran la union de la lidocaina (Kondratiev and Tomaselli 2003).

Aungue el sitio de unién de BTX se encuentre en la parte exterior del poro, parece influir
en la potencia de unién de AL en las regiones internas del poro. La BTX altera la apertura
de los canales Nav y hace que estos canales se abran de forma persistente, mientras que
los AL bloquean la conductancia del Na* (Scholz 2002)(S.-Y. Wang, Nau, and Wang 2000).

La unién de BTX y AL es dependiente del estado, los AL se unen preferiblemente al estado
inactivado mientras que la BTX se une a su sitio receptor cuando el canal esta abierto(B.
Hille 2001). Los AL son antagonistas de la BTX, este antagonismo se sugiere que es debido
a una interaccion alostérica indirecta de estos dos ligandos(S.-Y. Wang, Nau, and Wang
2000).

Los receptores de BTX y AL han sido mapeados en residuos comunes del segmento
transmembrana S6 del dominio |, lll y IV de la subunidad a del canal de Na*(S.-Y. Wang,
Nau, and Wang 2000).
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Mutagenesis sitio dirigida en el segmento transmembrana S6 del dominio | del canal de
Na* de musculo esquelético de rata mostré que el reemplazo de los residuos N434 (N418
en Nav1.2) y L437 por Lisina (K), reduce significativamente la potencia por etidocaina en
estos canales de Nav mutantes, que han sido reportados ser completamente resistentes a
BTX (S. Wang and Wang 1998). Esta reduccién en la potencia de etidocaina ocurre tanto
en estado en reposo como en estado inactivado de estos canales mutantes. De igual
manera se sugiere que la carga positiva dada por la Lisina (K) puede interrumpir en la
union normal de los fdrmacos. Estos resultados demuestran que los residuos relacionados
con el sitio de unién de BTX pueden influir en la afinidad de unién de los AL (Fig. 22)(G.
Wang, Quan, and Wang 1998). En otro estudio demostraron que en los canales de Na* en
estado inactivado, esta misma mutacion en el residuo N434, causaba una disminucion de
la potencia de los anestésicos locales bupivacaina y cocaina(Nau et al. 1999).

Extracellular

Intracellular
co
2

/

Fig. 22 Subunidad a del canal de Na+, donde se muestra los sitios de unién de BTX y AL. (G.
Wang, Quan, and Wang 1998)

En el afio 2000, el grupo de Wang evalué si los residuos F1274 hasta el N1281, ubicados en
la mitad del segmento DIIIS6 del canal de Na* de musculo de rata, estaban involucrados en
la unién de BTX y AL; realizaron sustitucién por Lisina (K), de cada uno de estos residuos.
Encontraron que dos mutantes S1276 y L1280 (L1465 en Nav1.2) al expresarlos en células
de mamiferos eran completamente resistentes a 5mM de BTX durante pulsos repetitivos.
Estos mutantes también mostraron una reduccién de afinidad de 10 a 20 veces por la
bupivacaina, en estado inactivado. Con estos resultados concluyeron que tanto el residuo
S$1276 como el L1280 son criticos para la unién de BTX y AL y ademads interactuan con los
otros residuos reportados como importantes en la unién de estos dos compuestos en los
segmentos DIS6 y DIVS6(S.-Y. Wang, Nau, and Wang 2000).
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Los residuos mencionados anteriormente como importantes en la uniéon de AL (11760,
F1764 y Y1771) ubicados en el segmento IVS6, fueron nuevamente evaluados para
determinar si también se encontraban implicados en la unién de BTX; los resultados
mostraron que el residuo F1764 es esencial para la union de la BTX y que el residuo 11760
juega también un papel importante en la interaccién; mientras que la mutacién en el
residuo Y1771A no era importante en la unién de BTX (Fig. 23)(Linford et al. 1998)

Fig. 23 Modelo de union de la BTX al segmento 1S6 y IVS6 del canal de Na+ de cerebro de rata.
(Linford et al. 1998)

Igualmente se demostrd que la sustitucién con Lisina (K) de los residuos ubicados en el
segmento IVS6 del canal de Na* de musculo de rata, F1579 (F1764 en Nav1.2), implicado
en la reduccién de la unidn a AL y del residuo N1584, implicado en un aumento drastico
de la unién a AL, son resistentes al alcaloide BTX. Proponen que la apertura del canal
promueve una mejor exposicion a los sitios de unién de BTX y AL(S.-Y. Wang and Wang
1999).
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Lo anterior demuestra que existen dos residuos en la mitad del segmento DIS6, dos
residuos en el segmento DIIIS6 y tres residuos en el segmento DIVS6, criticos en la unién
de BTX y AL (Fig. 24).

pl Na* channel Position 1 5 10 15 20 25
Dl -=-~——- S6 segment YMIFF VVIIF LGSFY LINLI LAVVA MhY--
D2 ------ S6 segment CLTVF LMVMV IGNLV VLNLF LALLL SSF--
p3 - ————- S6 segment MYLYF VIFIT FGSFF TLNLF IGVII DNF--
D4 ————-~ S6 segment GICFF CSYII ISFLI VVNMY IAIIL ENF--
1 5 10 15 20 25

Fig. 24 Secuencia de aminodcidos del segmento transmembrana S6 en los dominios DI-DIV del
canal de Na+ de musculo de rata. Residuos criticos en la union de BTX se encuentran en negrita.
Residuos criticos en la unidn de AL se encuentran subrayados. Existen siete residuos criticos en la
unioén de BTX y AL (S.-Y. Wang, Barile, and Wang 2001).

De la misma manera se han realizado estudios evaluando la funcién del filtro de
selectividad (DEKA) en la unién a AL, en el canal de Na* de musculo esquelético de rata.
Encontraron que la sustituciéon por Alanina (A) en el residuo E755 del dominio Il y la
sustitucion por Glutamato (E) en el residuo K1237 del dominio Ill, aumentaban la afinidad
por lidocaina dos y cuatro veces respectivamente. Al ser el residuo K1237E el que presenta
mayor afinidad, evaluaron su efecto al realizar el reemplazo con otros aminodcidos y los
resultados sugieren que la Lisina (K) en la posicién 1237 influencia en la unidn de lidocaina
por una interaccidn electrostatica con la parte hidrofilica de este AL. Mutaciones en los
otros residuos que conforman el filtro de selectividad, D400A en el dominio |, E755A en el
dominio Il y A1529D en el dominio IV, permiten el bloqueo por los derivados de lidocaina
(X314 y QX222) al aplicarlos externamente. Los resultados demuestran que el filtro de
selectividad del canal de Na* se encuentra cerca del sitio receptor de anestésicos locales
antiarritmicos y que afecta el acceso a estos farmacos y su disociacion(Sunami, Dudley,
and Fozzard 1997).

Se sugiere que los AL se unen preferiblemente al estado inactivado o activado del canal de
Na'y adicionalmente estabilizan este estado(Z. Chen et al. 2000). Sin embargo, varios AL
como etidocaina, cocaina y cocaetileno (compuesto formado por el higado cuando
cocaina y etanol coexisten en el torrente sanguineo) bloquean el canal de Na* en estado
cerrado (reposo). Dos hipdtesis han sido propuestas para explicar estos efectos; de
acuerdo con la hipdtesis de “receptor modulado” (B. Hille 1977), los AL se pueden unir al
estado cerrado, abierto o inactivado pero con diferente afinidad y de acuerdo con la
hipdtesis de “receptor protegido” (Starmer, Grant, and Strauss 1984), los AL tienen una
afinidad permanente a su receptor, mientras que el bloqueo depende de la frecuencia y
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duracion de la apertura o cierre del canal, que impone una barrera de energia para el
ingreso y salida del ligando(Bruhova, Tikhonov, and Zhorov 2008)

4.4. Ranas de la familia Dendrobatidae y su importancia como modelos para mapear el
sitio receptor de anestésicos locales

Los dendrobatidos son una familia de anuros, que se conocen como ranas venenosas de
dardo. Se encuentran dentro de la superfamilia Dendrobatoidea. Se conocen a la fecha
184 especies, agrupadas en 10 géneros, segun el “Amphibian Species of the World” (Frost
2016). Las 184 especies estdn clasificadas en tres subfamilias: Colostethinae, Hyloxalinae y
Dendrobatinae, tal como se muestra en la Fig. 25 (Grant et al. 2006).
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Fig. 25 Taxonomia propuesta de la superfamilia Dendrobatoidea. (Grant et al. 2006)
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Las especies de dendrobatidos habitan arroyos, bosques densos, bosques lluviosos,
paramos y habitats terrestres, acuaticos y arbéreos; desde Nicaragua hasta Bolivia y el
bosque Atlantico de Brasil y desde la costa Pacifica de Suramérica hasta Martinica en las
Antillas Francesas(Grant et al. 2006).

Se han detectado cerca de 500 alcaloides lipofilicos en el veneno secretado por estas
ranas(JW. Daly, Spande, and Garraffo 2005)(JW. Daly, Myers, and Whittaker 1987)(JW.
Daly et al. 2002), actualmente se siguen descubriendo nuevos alcaloides. Un alcaloide se
define como un compuesto ciclico que contiene al menos un nitrégeno en su anillo, se
caracterizan porque a muy bajas concentraciones actlan como toxinas, antibidticos o
repelentes que permiten al organismo productor sobrevivir ante fendmenos de
competencia, herbivoria y depredacién. Su accién se fundamenta en interactuar de forma
especifica con enzimas y proteinas de otros organismos, modificdndolas alostéricamente y
alterando su funcidn vital(Cuendet and Pezzuto 2007). Entre los alcaloides presentes en
esta familia de anuros, se han numerado unos como los alcaloides principales ya que son
los de mds actividad o mayor presencia y entre estos estan: las BTX's, la epibatidina, las
histrionicotoxinas (HTX's) y las pumiliotoxinas (PTX's)(JW. Daly, Spande, and Garraffo
2005).

La coloracion aposemadtica que presentan estas ranas, mezcla patrones y colores segun la
especie (rojo, azul amarillo y naranja), y es considerada como una seial visual de
advertencia para posibles depredadores. Se ha descubierto una correlacidon entre el
aposematismo y la capacidad para almacenar potentes toxinas en su piel, como estrategia
defensiva contra depredadores y agresores potenciales(Summers and Clough 2001).

Las ranas, secretan las toxinas por la piel cuando son atrapadas por el depredador, estas
se absorben a través del epitelio bucal o conjuntivo, pasan al sistema circulatorio, y luego,
al sistema nervioso, llegando a producir modificaciones en este sistema, paralisis, y
muerte(C. . Myers, Daly, and Malkin B 1978). Los indigenas del Chocd biogeografico desde
tiempos precolombinos ya conocian que estas ranas desprendian una secrecién toéxica, la
cual utilizaban para untar en las puntas de los dardos de cerbatana, usados para cazar
diversos vertebrados (especialmente mamiferos y aves) como fuente proteica para su
alimentacion; estos animales morian presentando contracturas rigidas y generalizadas en
sus musculos esqueléticos(Burrowes and Myers 1987).

Entre los alcaloides encontrados en esta familia de anuros, se encuentra la BTX, la cual ha
demostrado ser activador selectivo, casi irreversible de los canales de sodio responsable
de la conduccidn nerviosa y la contraccidn muscular; previene la inactivacion de los
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canales de sodio, produciendo pardlisis. Este alcaloide ha permitido entender la actividad
de los canales de sodio y su interaccion con AL, anticonvulsivantes, antiarritmicos y otros
tipos farmacos(Albuquerque, Daly, and Witkop 1971).

Se han descrito tres especies del género Phyllobates (Phyllobates aurotaenia, P. bicolor y
P. terribilis), distribuidas en el chocd biogeografico colombiano que presentan niveles
elevados de este alcaloide(Kahn et al. 2016), sin embargo, los niveles difieren entre las
especies, siendo Phyllobates terribilis la que presenta mayor cantidad de BTX, hasta 500
ug por rana(JW. Daly, Myers, and Whittaker 1987).

Inicialmente se creia que la BTX era producida por las ranas, pero la evidencia indica que
los alcaloides encontrados en las pieles de estos anuros sugiere que su presencia se asocia
a un mecanismo de defensa exdgeno, adquirido a través de la dieta basada en hormigas y
otros pequefios artrépodos que contienen el alcaloide mencionado o sus precursores(JW.
Daly, Secunda, et al. 1994) (JW. Daly, Martin Garraffo, et al. 1994)(Darst et al. 2005). La
BTX también se ha reportado en dos géneros de aves de Nueva Guinea (Ifrita y
Pitohui)(Dumbacher et al. 1992)'(Dumbacher, Spande, and Daly 2000) y en un escarabajo
aposematico de la familia Melyridae, el cual sirve de alimento para las aves de los dos
géneros reportados anteriormente(Dumbacher et al. 2004).

Existe evidencia que indica que los Nav de Phyllobates son insensibles o resistentes a este
alcaloide, como lo demostrd el grupo de Albuquerque y colaboradores en 1973, sus
resultados mostraron que la membrana del nervio cidtico y del muasculo sartorio de la rana
Phyllobates aurotaenia son resistentes a los efectos despolarizantes de BTX, incluso a
concentraciones tan altas como 1,2 uM(Albuquerque et al. 1973). De la misma manera
Daly y colaboradores en 1980 estudiaron la sensibilidad de preparaciones de tejido
nervioso y muscular de ranas del género Phyllobates terribilis a la accién de BTX y
encontraron que estas ranas son insensibles a 5 uM de este alcaloide(J. Daly et al. 1980)

La PTX A y B fueron aisladas de una poblacion de ranas venenosas de Panama, Oophaga
pumilio(JW. Daly and Myers 1967)'(Grant et al. 2006), en el presente se han encontrado en
la piel de estos anuros, mas de 80 PTX, alopumiliotoxinas y homopumiliotoxinas(JW. Daly,
Spande, and Garraffo 2005). La PTX parece ser la responsable de la actividad cardiotdnica
de los canales de sodio, que la convierte en un posible fdrmaco para el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca congestiva. La probable fuente de la PTX son unos pequeios acaros
de la familia Scheloribatidae and Oribatidae(Takada et al. 2005), pero también se ha
detectado en hormigas(Saporito and Garraffo 2004).
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La HTX fue aislada de Oophaga sylvatica(JW. Daly et al. 1971), su funcion es bloquear la
activacion de los receptores nicotinicos de acetilcolina, blogueando la contraccidon
muscular. Todas las poblaciones de Oophaga histrionica y O. sylvatica del suroeste de
Colombia y del noroeste de Ecuador, son consideradas O. sylvatica(L6tters et al. 1999).

La epibatidina, es un alcaloide similar a la nicotina(Fisher et al. 1994), fue descubierta en la
rana Epipedobates anthonyi del Ecuador tiene una potente actividad analgésica, mas de
200 veces mayor que la morfina(Neuwirth et al. 1979)'(C. Myers and Daly 1983)'(JW. Daly,
Garraffo, and Spande 1999)'(JW. Daly, Spande, and Garraffo 2005). Este alcaloide ha sido
importante en el estudio de receptores nicotinicos. Actualmente se desconoce la fuente
de la epibatidina(Kahn et al. 2016).

Se han aislado otros tipos de alcaloides de la piel de esta familia de anuros, como son
decahidroquinolinas, y una variedad de izidinas, que incluyen pirrolizidina, indolizidina y
quinolizidina(Jones et al. 1999).

Los alcaloides encontrados en los dendrobdatidos han demostrado ser herramientas de
investigacién importantes en el estudio de los canales de Na* y su interaccién con AL,
anticonvulsivantes y antiarritmicos(JW. Daly et al. 2000) .

Los AL han mostrado ser antagonistas no competitivos de la BTX a través de la
competencia por el sitio de unién(Catterall 1981)(JW. Daly 1982). Estudios han
demostrado que estos farmacos bloguean la accién de la BTX en axdén de
calamar(Albuquerque, Seyama, and Narahashi 1973), diafragma de rata(Alburquerque et
al. 1976), electroplaca de anguila eléctrica(Bartels de Bernal, Llano, and Diaz 1975), nervio
de rana(Khodorov et al. 1975), entre otros(JW. Daly 1982).

En un estudio realizado en 1998 crearon un canal de Na* de musculo esquelético de rata
resistente a BTX, cambiando dos residuos (N434K y L437K) en el segmento IS6 y evaluaron
la sensibilidad de algunos AL, los resultados mostraron que la unién de los AL en el canal
de Na' resistente a BTX se redujo significativamente; el objetivo de este estudio fue
demostrar que residuos en el sitio de unidn de la BTX pueden afectar la unidn de los AL en
un sitio separado, incluso sin la presencia del alcaloide(G. Wang, Quan, and Wang 1998),
como se observa en la Fig. 26.
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Fig. 26 Curva dosis respuesta de la variante natural del canal de musculo esquelético de rata (u1)
y el canal resistente a BTX (u1-N434K) con QX-314, lidocaina, etidocaina y benzocaina. (G. Wang,
Quan, and Wang 1998)

De esta manera si las ranas del género Phyllobates perteneciente a la familia
Dendrobatidae presentan resistencia o insensibilidad a la BTX se creeria que suceda lo
mismo con los AL; por lo tanto, estudios moleculares comparativos, realizados entre
receptores sensibles e insensibles a farmacos, permitiria conocer y modelar los sitios
receptores de dichas moléculas y su funcién como moduladoras y por lo tanto proponer el
diseio de farmacos mds especificos.

En este proyecto se trabajoé con seis especies pertenecientes a la familia Dendrobatidae;
dos especies de la subfamilia Colostethinae, Colostethus fraterdanieli y Epipedobates
boulengeri; cuatro especies de la subfamilia Dendrobatinae, Phyllobates aurotaenia,
Oophaga histrionica, Andinobates bombetes y Andinobates minutus.

4.4.1. Colostethus fraterdanieli

El género Colostethus presenta colores mas cripticos a diferencia de los otros
dendrobatidos, ocupan casi todos los ecosistemas con pluviosidad relativa media y alta. Se
reconocen para este género 17 especies(Acosta 2017).

Los machos de Colostethus fraterdanieli presentan una longitud rostro — cloaca de 20 a
24,9 mm, mientras que las hembras presentan una longitud un poco mayor de 22,7 a 27
mm. La garganta de los machos presenta manchas oscuras, mientras que la de las
hembras es clara; el abdomen presenta un color blanco claro; las extremidades presentan
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barras oscuras transversales bien definidas que se extienden dorsalmente sobre los
muslos, entre franjas oscuras longitudinales que bordean franjas de color amarillo
claro(Grant and Castro 1998), como se observa en la Fig. 27.

Esta especie es terrestre y se encuentra distribuida en los bosques andinos de ambas
vertientes de las cordilleras Occidental y Central, en los departamentos de Antioquia,
Caldas, Cauca, Quindio, Risaralda, Tolima y Valle del Cauca; entre los 650 y 2.740
msnm(Bernal and Lynch 2008).

4.4.2. Epipedobates boulengeri

El género Epipedobates contiene siete especies descritas, las cuales se encuentran desde
las tierras bajas del Pacifico de Ecuador y Colombia hasta 1800 m en la vertiente
occidental de los Andes(Grant et al. 2006). En Colombia solo habitan dos de las siete
especies, Epipedobates boulengeriy Epipedobates narinensis(Acosta 2017).

Los machos de la especie Epipedobates boulengeri o también conocida como Rana
Jaspeada de Dardo venenoso(Frank and Ramus 1995), presentan una longitud rostro —
cloaca de 15 a 20 mm, mientras que las hembras presentan una longitud mayor, entre 17
y 21 mm. El dorso presenta una coloracidon marrén a marrén rojiza, con dos lineas dorso
laterales longitudinales de color amarillo crema. El vientre es negro con manchas blancas;
las partes inferiores de las extremidades posteriores son de color azul cielo y negro (Fig.
28). La piel de estas ranas es completamente lisa a excepcion del dorso; el cual en algunos
individuos es un poco granular(Kahn et al. 2016).
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Fig. 28 Epipedobates boulengeri. Foto de Fernando Castro

La distribucién de esta especie va desde los 10 hasta los 1460 msnm en las laderas
costeras del Pacifico en Colombia y Ecuador; desde la parte sur del Chocdé hasta la
desembocadura del Rio San Juan. Se encuentra en bosques humedos, en lugares como la
Isla de Gorgona y en los departamentos de Narifio, Cauca y Valle del Cauca, en Colombia y
en Ecuador se encuentra en las provincias de Imbabura, Pichincha y Esmeraldas(Kahn et
al. 2016). Los individuos de esta especie son terrestres y de hdbitos diurnos que se
alimentan de pequeios artrépodos e invertebrados, como hormigas, coledpteros vy
hemipteros(Silverstone 1976).

4.4.3. Phyllobates aurotaenia

El género Phyllobates contiene cinco especies descritas, que se encuentran desde Costa
Rica hasta el Chocdé de Colombia(Grant et al. 2006). En Colombia habitan solo tres
especies: Phyllobates aurotaenia, P. terribilis y P. bicolor (Acosta 2017).

Los individuos de la especie Phyllobates aurotaenia presentan una longitud rostro — cloaca
en promedio de 26,3 mm, las hembras son aproximadamente 7% mas grandes que los
machos. Presentan dos lineas dorso laterales longitudinales, que pueden ser de color
verde o amarillo brillante, naranja dorado o naranja rojizo; estas lineas se conectan en la
punta del rostro formando una U y se extienden a la base lateral de los muslos o terminan
justo antes de la superficie de los muslos; el resto del cuerpo presenta un color negro (Fig.
29). La piel del vientre y extremidades es lisa, a diferencia, del dorso que es ligeramente
granular(Kahn et al. 2016).
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Los individuos de esta especie tienen la capacidad de almacenar alcaloides esteroidales
como la BTX, la homobatracotoxina y la batracotoxinina A(Grant et al. 2006). Phyllobates
aurotaenia contiene cantidades mucho mds bajas de BTX (10 pg de homobatracotoxina y
20 g de bratacotoxina) que P. terribilis (300 pg y 500 ug, respectivamente)(C. . Myers,
Daly, and Malkin B 1978).

La especie Phyllobates aurotaenia es endémica de Colombia, con habitos diurnos vy
terrestres, se encuentra en las tierras bajas del Pacifico de la vertiente occidental de la
Cordillera Occidental en el departamento del Chocd y Risaralda desde 60 hasta 520
msnm(Silverstone 1976)(C. . Myers, Daly, and Malkin B 1978); presente en bosques
lluviosos primarios y ligeramente perturbados, a menudo se ven o se escuchan cantar
desde colinas empinadas(Kahn et al. 2016).

4.4.4. Oophaga histrionica

El género Oophaga contiene nueve especies descritas, de las cuales cuatro se encuentran
en Colombia; Oophaga lehmnanni, O. occultator, O. histrionica y Oophaga sylvatica(Kahn
et al. 2016).

La especie Oophaga histrionica es también conocida como Rana Arlequin Venenosa, por
su coloracidn brillante (Frank and Ramus 1995). Los individuos de esta especie varian en
tamafio, con una longitud rostro — cloaca de 26,8 a 34,1 mm en machos y de 26,3 a 34,8
mm en hembras(C. Myers and Daly 1976). Se conocen mas de 30 morfos, con colores y
patrones variables, como marrén, marrén oscuro o negro; pueden presentar manchas
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blancas, blancas verdosas, amarillo o naranja palido, amarillo o naranja brillante, rojo
rosaceo, rojo brillante o azul cielo (Fig. 30) (Kahn et al. 2016).

Fig. 30 Oophaga histrionica. Foto de Fernando Castro '

Los tres principales alcaloides encontrados en la piel de esta especie son HTX 283A,
isodihidrohistrionicotoxina 285A y Alodihidrohistrionicotoxina 285C(Kahn et al. 2016).

Los individuos de esta especie son diurnos, terrestres y se encuentran distribuidas en los
departamentos de Antioquia, Chocd, Risaralda y Valle del Cauca, desde el nivel del mar
hasta 1000 msnm(“The IUCN Red List of Threatened Species. Version 2016-2. International
Union for the Conservation of Nature (IUCN)” 2016).

4.4.5. Género Andinobates

Es un género de ranas pequeiias, en el cual se han descrito 15 especies, que se extienden
desde Ecuador, a través de Colombia hasta Panamd. Las especies de este género,
presentan diferentes tipos de coloracién como marrdén claro, rojo, verdoso, azulado vy
amarillo claro, algunas especies presentan un solo color(Kahn et al. 2016). Se caracterizan
por acumular en su piel alcaloides lipofilicos(Grant et al. 2006).
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4.4.5.1. Andinobates bombetes

Conocida como Rana venenosa del Cauca(Frank and Ramus 1995) o como Rana Rubi en el
Valle del Cauca. Son individuos pequeios, con una longitud rostro — cloaca de 16,6 a 18,5
mm en machos y de 16,4 a 19,8 en hembras(JW. Daly and Myers 1980). La piel es
ligeramente granular, de color tipicamente negro, con dos lineas dorso laterales
longitudinales, anchas, oblicuas y de color rojo, que convergen en la parte superior de la
cabeza, también presentan pequefios puntos o manchas que inician en la cabeza y
terminan en la mitad del cuerpo; el vientre es jaspeado amarillo verdoso o amarillo (Fig.
31)(JW. Daly and Myers 1980).

Se han detectado en la piel de esta especie de anuros, alcaloides biciclicos como
indolizidina 223A y 231B y PTX 251D; y un alcaloide triciclico ciclopentaquinolizidina 251F,
el cual ha sido detectado solo en esta especie(JW. Daly, Spande, and Garraffo 2005).

Los individuos de esta especie son diurnos y terrestres, habitan bosques generalmente
frescos, nublados y habitats semiaridos alrededor del Candn del Dagua; se encuentra en
los departamentos del Valle del Cauca, Quindio, Caldas y Risaralda, entre los 800 y 2100
msnm. A menudo escalan varios metros, hasta alcanzar bromelias arbodreas, las cuales
sirven como microhabitats de esta especie, por su capacidad para retener agua(Kahn et al.
2016).
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4.4.5.2. Andinobates minutus

Conocida como rana venenosa de vientre azul(Frank and Ramus 1995), su nombre
minutus se debe a su diminuto tamafio, con una longitud rostro — cloaca de 12 a 15
mm(Silverstone 1975). La piel es ligeramente granular, el color del dorso es negro o
marrdén oscuro con manchas irregulares de color amarillo metalico, naranja o naranja
rojizo, formando una linea media dorsal, posee lineas dorso laterales longitudinales, que
inician detras de las drbitas y se desvanecen en la parte posterior; tienen brillantes marcas
de color en los antebrazos y muslos superiores (Fig. 32)(Kahn et al. 2016).

Fig. 32 Andinobates minutus. Foto de Fernando Castro

De la piel de estos anuros se han extraido alcaloides biciclicos como PTX vy
alopumilitoxina(C. Myers and Daly 1976), también se han detectado indolizidinas 223A y
231B(JW. Daly, Spande, and Garraffo 2005).

Los individuos de esa especie son diurnos y terrestres, habitan bosques tropicales
lluviosos y humedos, entre los 25 y 1098 msnm, desde Panama hasta el Rio Saija, en el
departamento de Cauca en Colombia(“The IUCN Red List of Threatened Species. Version
2016-2. International Union for the Conservation of Nature (IUCN)” 2016)(Silverstone
1975).
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4.5. Canal de sodio de musculo esquelético de Phyllobates aurotaenia y sitio receptor de
BTX y AL

La BTX es una de las toxinas mas potentes, encontrada en la piel de las ranas del género
Phyllobates, es un alcaloide lipofilico activador de los canales de Nav que causa apertura
sostenida de estos canales, desplazando la activacidn a potenciales mads hiperpolarizados y
desactivando tanto la inactivaciéon rdpida como la lenta(Albuquerque, Daly, and Witkop
1971). Se ha propuesto que los canales Nav de estos anuros son insensibles a cantidades
letales de BTX, por lo tanto, es de utilidad conocer la estructura de la BTX y su sitio
receptor en los Nav, y de esta manera tratar de entender cémo es su interaccidon
molecular con estos canales.

Se conoce la estructura cristalina de la BTX(JW. Daly, Garraffo, and Spande 1993), pero su
sitio receptor en los Nav no se conoce con total precisién, los estudios realizados hasta la
fecha han mostrado que esta toxina se une al sitio 2 para las neurotoxinas en los
Nav(Blumenthal and Seibert 2003)(Suppiramaniam, Abdel-Rahman, and Buabeid, MA.
Parameshwaran 2010), sin embargo, se ha observado que algunas porciones del sitio 2
estan involucradas también en la unién de los AL (Postma and Catterall 1984)(Linford et al.
1998)(S.-Y. Wang, Nau, and Wang 2000)(S.-Y. Wang, Barile, and Wang 2001). Igualmente,
por medio de estudios de mutagénesis sitio dirigida junto con estudios de
electrofisiologia, se ha planteado que el sitio receptor de BTX estd conformado por 11
residuos, distribuidos en el segmento transmembrana S6 de los cuatro dominios del canal
(Linford et al. 1998)(S. Wang and Wang 1998)(S.-Y. Wang and Wang 1999)(Du et al. 2011).

Con base en esta informacion se ha construido un modelo de unidén entre la BTX y los Nav
y una de las predicciones de este modelo sugiere que la BTX se une a la regién interna del
poro del canal (Kosower 1983)(Tikhonov and Zhorov 2005)(S.-Y. Wang et al. 2006), lo que
permitiria explicar la reduccion del 50% de la conductancia unitaria de los Nav, observada
como consecuencia de la acciéon de la BTX (Correa, Latorre, and Bezanilla 1991). La
ubicacién de la BTX en el poro del canal, unida a los cuatro segmentos transmembrana S6
de la subunidad a, contribuiria con la suficiente energia para estabilizar los Nav en su
conformacion abierta, sin embargo el modelo no explica el mecanismo por el cual la BTX
elimina la inactivacion rapida y lenta del canal durante despolarizaciones prolongadas,
provocando de esta manera que el canal permanezca abierto por horas(S.-Y. Wang et al.
2006)(Krueger, Worley, and French 1983).
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En la tesis de Doctorado de Santiago Castafio en el afio 2011(Castaifio 2011) se clond,
secuencidé y analizd la estructura primaria del Nav de musculo esquelético (Navl.4) de
Phyllobates aurotaenia, con el fin de identificar lo que le confiere insensibilidad a este tipo
de alcaloide; ademas se expreso funcionalmente la subunidad a en un sistema heterdlogo.
Como resultado de este estudio, se obtuvo la secuencia del Navl.4 de Phyllobates
aurotaenia, con una longitud de 1819 aminodcidos (Fig. 33), la cual al compararla con dos
secuencias cercanas como lo son Navl1.4 de Rattus norvegicus y Thamnophis sirtalis,
presentd una homologia mayor del 70%, los segmentos transmembrana estan
conservados en un 87%, y de igual modo estdn conservados tanto el bucle intracelular
entre S6 DIll y S1 DIV, donde se encuentra el motivo IFM involucrado en la inactivacion
rapida, la bisagra de la compuerta de activacidon (motivo GGGS) y el filtro de selectividad
DEKA. Se encontré que de los 11 residuos que se han identificado en estudios de
mutagénesis sitio dirigida como criticos para la interaccién del canal con la BTX en Nav de
mamifero, 9 de ellos se encuentran conservados en Navl.4 de Phyllobates aurotaenia,
ademads encontraron 2 residuos nuevos que no estan conservados en los segmentos S6
que no habian sido considerados previamente como importantes para el sitio de unién de
la BTX(Castano et al. 2009).
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Fig. 33 Estructura primaria del canal Nav1.4 de Phyllobates aurotaema (1819 aa.). Los segmentos
transmembrana de cada dominio estdn resaltados con un color caracteristico. Entre los segmentos
S5y S6 de cada Dominio estdn resaltados los motivos que integran el filtro de selectividad del canal
y los residuos que integran el motivo DEKA estdn escritos en rojo(Castafio 2011).
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Ademads de la caracterizacion estructural, se realizé la caracterizacién funcional,
expresando este canal en oocitos de Xenopus laevis usando la técnica de “voltage clamp”
y para el estudio del efecto de la BTX sobre Nav1.4 de Phyllobates aurotaenia utilizaron el
protocolo de transformacidn de canales, mostrado en |a Fig. 34, con el objetivo de permitir
gue los canales se muevan entre el estado cerrado y abierto y de esta manera la BTX que
se ha sugerido que se une al estado abierto del canal, lo puede encontrar abierto e irlo
transformando.
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Fig. 34 Protocolo de transformacion para promover la union de la BTX a los Nav. El protocolo
dura 360 ms en total y se repite de manera continua hasta que se observa la transformacion
completa de los Nav en presencia de BTX (S Castafio 2011).

Encontraron que la subunidad a del Navl1.4 de Phyllobates aurotaenia al ser expuesta a
5nM de BTX, presenta inhibicion de la inactivaciéon del canal a los 40 min (Fig. 35B),
promoviendo aparicidn de corrientes idnicas que no se inactivan y el desplazamiento de la
curva de activacién hacia potenciales mas negativos; mientras que la subunidad a de
Rattus norvegicus al ser expuesta a 5 nM de BTX, presenta transformacién completa de su
funcion a los 10 min de pulsos sucesivos (Fig. 35A).

a) b)

PaNa.14

<«— BTX (Sn)M
rNa. 14 i BIX (oM
'1'7* BTX (5nM) Estimulacion x 20min

Estimulacién x10 min

PaNa,14 -BTX

) — B
T — — =] Estimulacion x40min

rNa, 14 - BTX (5SnM | v

Fig. 35 Sensibilidad a la BTX. Efectos de la transformacion de la subunidad alfa de los canales de
sodio al exponerlos a 5nM de BTX. A. Navl.4 de Rattus norvegicus B. Navl.4 de Phyllobates
aurotaenia (S Castafio 2011).
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Estos resultados indican, por lo tanto, que la subunidad o de Navl.4 de Phyllobates
aurotaenia es “resistente” mas no insensible a la BTX como se habia propuesto
anteriormente por Albuquerque et al.,, 1993. Ademas, la BTX a concentraciones tan
grandes como 10 uM presenta un efecto significativamente menor en las corrientes de
Navl.4 de Phyllobates aurotaenia, comparado con las corrientes de Nav1.4 de rata, por lo
gue se propone que la BTX presenta menor afinidad por la subunidad a de Nav1.4 de la
rana en estudio, que por su homdlogo en rata. Esta menor afinidad se debe
principalmente a la sustitucién de dos Serinas (5428 y S1276) presentes en la subunidad o
de Navl.4 de rata, por dos Alaninas (A415 y A1292) presentes en la subunidad a de
Navl.4 de Phyllobates aurotaenia. Estas sustituciones se encuentran en el segmento
transmembrana S6 del dominio | y Ill(Frezza et al. 2010).

Debido a los resultados observados del efecto de la BTX sobre el Nav1.4 de Phyllobates
aurotaenia, en la tesis de Doctorado de Santiago Castafio, también se evalud el efecto del
AL bupivacaina, debido a que se ha propuesto que el sitio de unién de la BTX y de los AL se
superponen. Para lo cual se expuso la subunidad a del Nav1.4 del anfibio en estudio a
200uM de bupivacaina, utilizando el protocolo de Wang y Wang (1996)(S.-Y. Wang and
Wang 1996) analizaron la recuperacion de la inactivacion lenta, graficando (I/Imax), en
funciéon del tiempo de recuperacion. Los experimentos también fueron contrastados con
el efecto de la bupivacaina sobre la subunidad a del Navl1.4 de Rattus norvegicus. En |a Fig.
36 se observan las graficas de la fraccion de canales recuperados contra el tiempo de
recuperacién tanto del canal de Phyllobates aurotaenia como el de Rattus norvegicus.
Estos resultados permiten evidenciar la aparente insensibilidad del canal del anuro en
estudio a la bupivacaina, mientras que el canal de musculo de rata presenta el efecto
modificador sobre la recuperacién de la inactivacion lenta.
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Fig. 36 Recuperacion de la inactivacion lenta en canales expuestos a bupivacaina. A. Nav1.4 de
Phyllobates aurotaenia B. Nav1.4 de Rattus norvegicus (S Castafio 2011).
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Debido a los resultados obtenidos en la Fig. 36, en esta tesis, también se realizé
alineamiento del segmento transmembrana S6 de los cuatro dominios (Fig. 37), ya que son
los segmentos sobre los que se han propuesto residuos que interactdan tanto con BTX
como con los AL.

Encontraron lo siguiente:

- El segmento transmembrana S6 DI presenta una sustitucion de Serina (S) en rata por
una Alanina (A) en la rana. Cambio que podria ser importante debido a que la Serina (S)
es hidrofilica y la Alanina (A) es hidrofébica. También presenta una sustitucion de
Isoleucina (1) en rata por Valina (V) es rana, ambos residuos son hidrofébicos.

- El segmento transmembrana S6 DIl estd completamente conservado.

- El segmento transmembrana S6 DIIl presenta también una sustitucion de Serina (S) en
rata por una Alanina (A) en rana.

- El segmento transmembrana S6 DIV presenta una sustitucién de una Valina (V) en rata
por una Isoleucina (I) en rana, ambos residuos son hidrofébicos.

- En la rana se conservan los cuatro residuos propuestos por Wang en 1988(G. Wang
1988) y Linford et al., en 1998 (Linford et al. 1998) como sitios receptores de los AL lo
gue no explica la insensibilidad del canal a los AL por la simple sustitucion de estos.
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Fig. 37 Representacion topoldgica de Nav. A. La estructura secundaria. B. Alineamiento de los S6
de la subunidad alfa de los canales rNav1.4 (Rattus norvegicus) y del PaNav1.4 (Phyllobates
aurotaenia). Residuos criticos en la union de BTX se encuentran en rojo. Residuos criticos en la
union de AL se encuentran subrayados.

De las dos sustituciones encontrados como importantes para el sitio de unién de BTX, una
de ellas (51276 de rata y A1292 de rana) también ha sido reportado como determinante
para la unién de los AL; como lo reporta el grupo de Wang en el afio 2000, en este estudio
realizaron sustitucién de Serina (S) por Lisina (K) (S1276K) y encontraron que al expresar el
canal mutado en células de mamiferos, este era completamente resistente a 5 mM de BTX
durante pulsos repetitivos, al igual mostraba una reduccién de afinidad de 10 a 20 veces
por el AL bupivacaina(S.-Y. Wang, Nau, and Wang 2000).
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5. METODOLOGIA

5.1. Marco legal vigente

Este proyecto fue presentado y aprobado por el Comité de Etica Animal de la Universidad
del Valle por medio del cddigo interno 013-014. De igual manera para dar cumplimiento a
la legislacién colombiana vigente relacionada con la proteccidon de la biodiversidad, se
realizaron todos los tramites correspondientes para la obtenciéon del permiso de
recoleccidn regido por el Decreto 1376 de 2013 y la obtencidn del Contrato de Acceso a
Recursos Genéticos regido por la Decision Andina 391 y por la resoluciéon 1348 de 2014,
avalado y emitido por el Ministerio de Ambiente. Previo a la solicitud del Contrato de
Acceso a Recursos Genéticos, fue necesario realizar la consulta previa sobre la presencia o
no de comunidades étnicas en las zonas de recoleccidn, solicitada al Ministerio de Interior,
cuya certificacion aclara que no se registra presencia de comunidades indigenas, minorias,
ROM, negras, afrocolombianas, raizales y palenqueras en el area del proyecto
(certificacion numero 175 del 26 de febrero de 2015). Posterior a esta certificacion, se
presentd toda la documentacion solicitada y el Ministerio de Ambiente emitié la
resolucién 1469, por la cual se resuelve un recurso de reposicién y se acepta una solicitud
de Acceso a Recursos Genéticos y productos derivados; una vez se renunciaron a términos
para interponer el recurso de reposicién, se procedio a la firma del contrato de Acceso a
Recursos Genéticos y productos derivados No. 143.

5.2. Especies elegidas y area de muestreo

En este proyecto, se trabajé con 6 especies de ranas de la Familia Dendrobatidae. Varios
de ellos, simpatricos en el pacifico del Chocé geografico del Valle del Cauca. Las especies
elegidas fueron Phyllobates aurotaenia, Oophaga histrionica, Epipedobates boulengeri,
Andinobates bombetes, Andinobates minutus y Colostethus fraterdanieli. También se
trabajo con una especie de la familia Eleutherodactylidae, Eleutherodactylus johnstonei
como especie control.

Los anfibios fueron colectados en las siguientes zonas del Valle del Cauca: Phyllobates
aurotaenia en Piangiita en el municipio de Buenaventura, Epipedobates boulengeri y
Andinobates minutus en la base naval del Pacifico (Bahia Malaga), ubicada en el municipio
de Buenaventura; Oophaga histrionica en el corregimiento El Naranjo, ubicado en el
municipio de Dagua; Andinobates bombetes en la Reserva Forestal Bosque de Yotoco en el
municipio de Yotoco y tanto Colostethus fraterdanieli como la especie control E.
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johnstonei fueron colectadas en la Universidad del Valle, sede Meléndez, en el municipio
de Santiago de Cali.

5.3. Fase de laboratorio

5.3.1. Numero de especies capturadas y diseccién de musculo esquelético

El nUmero de ranas colectado para cada especie se basé en la cantidad de tejido necesario
(musculo esquelético) para realizar extraccion de ARN total, que segun el kit utilizado es
de 25 mg de tejido por cada especie. Por lo tanto, se colecté 1 individuo de la especie
Phyllobates aurotaenia, 2 individuos de Epipedobates boulengeri, 3 individuos de
Andinobates minutus, 1 individuo de Oophaga histrionica, 2 individuos de Andinobates
bombetes, 2 de Colostethus fraterdanieliy 2 individuos de la especie control.

Los procedimientos se realizaron provocando el menor estrés y dolor a las ranas, con el fin
de mantener al minimo el sufrimiento de los animales. Para la diseccién del musculo
esquelético, fue necesario realizar bloqueo medular, no obstante, el corazén y la irrigacién
sanguinea debian seguir funcionando, para garantizar la estabilidad del ARN extraido.

Cada individuo capturado, se introdujo en un recipiente a baja temperatura, para
disminuir su metabolismo. Las ranas expuestas a este procedimiento muestran
aletargamiento a los 10 segundos y a los 15 segundos exponen un tipo de “paralisis por
hipotermia”. Este proceso puede ser revertido colocando la rana a temperatura ambiente.
Una vez la rana entraba en “pardlisis”, se empled un micropunzén para inducir
descerebracion a través del foramen magno. Luego se retiraron las pieles, se depositaron
en viales con etanol (grado HPLC) y se almacenaron a 4°C (para el uso en proyectos
posteriores). Posteriormente fueron extraidos los musculos de las extremidades
posteriores, cortados en rodajas de menos de 0,5 cm de espesor y almacenados en
“RNAlater” (Qiagen) (agente para estabilizar el ARN), se garantizé la integridad del ARN,
utilizando el volumen apropiado (10 uL de RNA later por 1 mg de tejido) y haciendo que
los tejidos quedaran completamente sumergidos en el reactivo, finalmente se
almacenaron a 4°C para garantizar una estabilidad hasta por 4 semanas. Este
procedimiento no tuvo una duraciéon mayor a dos minutos por cada individuo.
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5.3.2. Extraccion del ARN total de musculo esquelético

El tejido extraido de musculo esquelético y almacenado en RNA later a 4°C, se retird
cuidadosamente con pinzas (previamente esterilizadas) y se introdujo en un mortero de
porcelana, debidamente lavado y esterilizado. Al mortero se le vierte nitrégeno liquido
previo al procedimiento. El misculo congelado fue macerado hasta convertirlo en polvo,
posteriormente se empled el “kit Rneasy Plus Mini Kit” (Qiagen) con el buffer de lisis
Qiazol (Qiagen), para extraer el ARN total, es decir todo el conjunto de ARN mensajeros
qgue hacen parte de la funcién celular muscular incluyendo los ARN ribosomales. El
diagrama de flujo del protocolo se observa en la Fig. 38.
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Fig. 38 Diagrama de flujo de la extraccion de ARN total. Tomado de RNeasy Plus Mini Handbook
(Qiagen)
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Una vez obtenido el ARN total, se resuspendid en agua libre de RNasas y se verificd su
concentracién y pureza con un espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).
Posteriormente el ARN extraido fue almacenado a -80°C hasta su siguiente reaccion. La
integridad y la distribucién del ARN total se verifico por la presencia de dos bandas
correspondientes a los ARN ribosomales 28S y 18S, con un peso molecular aproximado de
5kb y 1,9kb respectivamente, en una electroforesis en gel de agarosa con reactivo
desnaturalizante para ARN (formaldehido 37%), buffer MOPS-EDTA-Sodium Acetato
(SIGMA) y tincién con bromuro de etidio, de acuerdo con lo recomendado en el manual
(Qiagen, Bench Guide). La presencia de las dos bandas demostrard que el ARN no se
encuentra degradado y probablemente esten estables los ARN mensajeros.

5.4. Secuenciacion del ARN total de musculo esquelético

El ARN total de musculo esquelético de las seis especies de Dendrobatidos y la especie
control (Eleutherodactylus johnstonei) fueron enviadas a la empresa Omega Bioservices
para el proceso de secuenciaciéon “paired end” de ARN (RNA-seq). En este servicio
nuevamente midieron la concentracion del ARN con un espectrofotometro Nanodrop
2000c (Thermo Scientific Inc.) y la integridad usando un sistema Agilent 2200 TapeStation.
Igualmente prepararon las librerias, realizaron la secuenciacidon usando el sistema HiSeq
2500 y el almacenamiento de datos finales en la plataforma lllumina BaseSpace® (Fig. 39)

Library Automated Cluster Data Analysis &
Preparation Generation & Paired- Storage Solutions
End Sequencing

Fig. 39 Diagrama del proceso de secuenciacion. Tomado de la hoja de especificaciones del sistema
HiSeq 2500 de lllumina®.
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5.5. Fase de bioinformatica

5.5.1. Verificacién de calidad, ensamblado y alineamiento de secuencias

Para esta parte inicial de la fase de bioinformatica, se utilizé el portal web Galaxy, el cual
es un servidor publico y gratuito (Giardine et al. 2005). Los datos finales producto del
proceso de secuenciacion almacenados en la plataforma lllumina BaseSpace®, fueron
cargados en este servidor en formato Fastq y por medio de la herramienta FastQC se
realizd un control de calidad de los datos de la secuencia sin procesar; el analisis obtenido
por medio de esta herramienta permite dar una impresidon rapida de si los datos
presentan algin problema que se debe tener en cuenta antes de realizar un analisis
posterior. Una vez evaluado la calidad de los datos, se realizd el ensamble del
transcriptoma de Novo con la herramienta Trinity, que usa los datos de RNA-seq como
entrada, este método no requiere un genoma de referencia para reconstruir el
transcriptoma y por ultimo se alinearon los transcritos obtenidos con la herramienta
TopHat. Se realizé el mismo procedimiento para cada una de las seis especies de
dendrobatidos al igual que para la especie control (Eleutherodactylus johnstonei). El
diagrama de flujo de esta fase se muestra en la Fig. 40.

Lecturas de RNA-seq de
Dendrobatidos

FastQC Cont'rol de
calidad

Alineamiento sin un genoma de referencia

0

Trinity Ensamble de Novo

TopHat Alineamiento de los transcritos

Fig. 40 Diagrama de flujo RNA-seq.
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5.5.2. Busqueda de secuencias de ADNc que codifican para la subunidad a de los
Navl.4

El primer parametro utilizado para encontrar las secuencias de ADNc que codifican para la
subunidad a de los Navl.4 de las especies de estudio, fue la longitud de los transcritos,
por lo que se realizd una busqueda en la base de datos NCBI (National Center for
Biotechnology Information) de secuencias completas de ADNc o ARNm que codifiquen
especificamente para la subunidad a de los Nav de vertebrados, se registré la longitud en
pares de bases de cada una de las secuencias obtenidas y se establecié una longitud
minima y maxima de todas las secuencias encontradas. Con estos dos parametros y con
los transcritos ensamblados de cada una de las seis especies de dendrobatidos y de la
especie control (Eleutherodactylus johnstonei), se desarrollé un algoritmo con el software
Qt Creator (plataforma para el desarrollo de aplicaciones con interfaces grdficas de
usuario) para la busqueda de las secuencias de ADNc que codifican para la subunidad a de
los Navl.4, cuya interfaz de usuario se observa en la Fig. 41. El resultado obtenido con este
algoritmo es guardado automaticamente en un archivo FASTA con todos los transcritos
ensamblados que se encontraron en el rango de longitud establecido para cada una de las
especies de estudio. En cada busqueda que el algoritmo realiza, se reporta el nUmero total
de transcritos hallados en el rango de busqueda.

B Secusncias | )
Open File
Save File
Tamafio Maximo: Total encontradas:

Tamafio Minma:

Buscar Secuendias

Fig. 41 Aplicacion utilizada para busqueda de secuencias primarias de Nav.

El archivo FASTA de cada una de las especies de estudio, con los transcritos encontrados
en el rango de busqueda, se sometié a Nucleotide BLAST® (Basic Local Alingment Search
Tool) programa que se wusa gratuitamente desde el servidor del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), el cual compard el archivo FASTA con las secuencias
reportadas en las bases de datos y se identificd el transcrito con el mayor parecido al Nav.
De esta manera se obtuvo la secuencia de ADNc que codifica para la subunidad o del Nav
de musculo esquelético de cada uno de los seis dendrobatidos y de Eleutherodactylus
johnstonei.
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5.5.3. Busqueda del marco abierto de lectura (ORF)

Para la busqueda del marco abierto de lectura, (ORF de sus siglas en ingles Open Reading
Frame) cada una de las secuencias de ADNc que codifican para la subunidad a del Nav
encontradas anteriormente, fueron sometidas al programa ORFfinder disponible en el
servidor del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/). En la Fig. 42 se muestra la
interfaz de este programa, en ella se ingresé la secuencia en formato FASTA y se escogié el
coddén de inicio ATG. Esta herramienta dio como resultado un conjunto de ORF’s
encontrados, la posicién del codén de inicio, del coddon de parada y la longitud total en
pares de bases y en residuos de cada uno de los ORF’s. Para evaluar que el marco abierto
de lectura correspondia con la secuencia de Nav, con ORFfinder se hizo la traduccién a
proteina de cada uno de los ORF encontrados y luego fueron sometidos a SMARTBLAST.
Posteriormente el ORF de la secuencia de ADNc que codifica para la subunidad a de Nav
de cada una de las especies de estudio, se descargé en formato FASTA.

Enter Query Sequence

» Enter accession number, gi, or nucleotide sequence in FASTA format

From: To:

Choose Search Parameters

Minimal ORF length (nt): 75 v
Genetic code: 1. Standard

# ORF start codon to use:

J Ignore nested ORFs:

Start Search / Clear

Submit Clear

Fig. 42 Interfaz del programa ORFfinder.
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5.5.4. Alineamiento y caracterizacion de la estructura primaria de la subunidad a de los
Navl.4

Las secuencias de ADNc encontradas anteriormente, fueron traducidas a proteina con la
subrutina de traduccién que cuenta el software MEGA 7(S. Kumar, Stecher, and Tamura 2016),
una vez llevado a cabo este proceso, se realizd un alineamiento multiple con la subrutina
MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation) de las seis especies de estudio,
la especie control E. johnstonei, de la secuencia de Nav1.4 de Phyllobates aurotaenia obtenida
en la tesis del profesor Santiago Castafio y la secuencia de Nav1l.4 de rata encontrada en las
bases de datos fue utilizada como especie externa en este proyecto. Igualmente se disend
por medio de Protter(Omasits et al. 2014) (herramienta Web para analisis interactivo de
proteinas) una visualizacion interactiva de la disposicién de cada uno de los segmentos
transmembrana de cada uno de los cuatro dominios de la subunidad a del Nav de una de
las especies de estudio P. aurotaenia.

5.5.5. Construccion de darboles filogenéticos de secuencias primarias, dominios y
motivos funcionales y estructurales de los Nav1.4

Para evaluar las similitudes entre las secuencias primarias de Nav1.4 de las seis especies
de dendrobdtidos, la especie control Eleutherodactylus johnstonei y la especie externa R.
norvegicus, se construyeron arboles filogenéticos de la secuencia completa, de cada uno
de los cuatro dominios, de los extremos amino y carboxilo terminal, de los bucles que
unen cada uno de los dominios y de los segmentos formadores del poro en cada uno de
los dominios. Se utilizd CIPRES (M. Miller, Pfeiffer, and Schwartz 2010) que es un recurso
publico para inferencia de arboles filogenéticos que funciona a través de un servidor. En
este portal se utilizd el algoritmo RAXML (Randomized Axelerated Maximum Likelihood),
para la construccidn de arboles filogenéticos usando el método de Maxima Verosimilitud y
se calculd el valor de Bootstrap, el cual es un analisis de re-muestreo que implica
reconstruir el arbol varias veces y probar si se presentan los mismos nodos en las
repeticiones; este analisis se hace a través de muchas iteraciones; si por ejemplo se
obtiene el mismo nodo en 95 de 100 iteraciones, quiere decir que el nodo esta bien
soportado, por medio del Bootstrap se obtiene un valor de confianza de cada uno de los
nodos. Una vez generado el arbol este se obtuvo en formato Newick, el cual representa
los arboles como archivos de texto, usando paréntesis y comas y para visualizar
graficamente los arboles obtenidos, se utilizé el software FigTree version 1.4.3 (Rambaut
2007).
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5.5.6. Identificacion de residuos involucrados en inactivacién rapida y lenta

En este proyecto se realizd una busqueda de los residuos involucrados con inactivacion
rapida e inactivacion lenta que han sido reportados por otros autores y se diseiid una
visualizacién interactiva por medio de Protter (Omasits et al. 2014) de cada uno de los
residuos alrededor de la membrana, esto con el objetivo de encontrar reemplazos de
aminodacidos en nuestras especies de estudio que estén involucrados con estos estados
del canal de sodio dependiente de voltaje, debido a que la inactivacién modula la afinidad
de los Nav por diversos agentes quimicos en particular los anestésicos locales y fadrmacos
de accidn similar.

5.5.7. Construccion de arboles filogenéticos de los segmentos implicados en el sitio
receptor de ALy BTX en los Nav1.4

El mismo procedimiento descrito anteriormente se utiliz6 para construir los arboles
filogenéticos de los segmentos S6 de cada uno de los cuatro dominios, los cuales
contienen residuos que han sido reportados como importantes en el sitio receptor tanto
de los AL como de BTX en el Nav1.4 de rata; esto con el objetivo de encontrar reemplazos
de aminodcidos tanto en las seis especies de dendrobdatidos como en la especie control
Eleutherodactylus johnstonei, que puedan estar involucrados en el sitio receptor de AL.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. CAPITULO I: Descripcion de las secuencias primarias que codifican para la subunidad
a de los Nav1.4 de las especies de estudio

Con el propésito de cumplir con el primer objetivo que consiste en describir las secuencias
primarias que codifican para la subunidad a de los Navl.4 de las seis especies de
dendrobatidos en este capitulo se exponen dos fases, la primera consiste en la obtencién
del material genético de las especies de estudio y una segunda fase de bioinformatica, que
involucra desde la verificacion de calidad y ensamblado hasta el alineamiento de las
secuencias primarias, resaltando los cuatro dominios y los seis segmentos
transmembrana de cada dominio, junto con el filtro de selectividad DEKA y el segmento
de inactivacién IFM.

6.1.1. Extraccion de ARN total de musculo esquelético

La concentracién y pureza de cada una de las muestras de ARN total extraido de musculo
esquelético de las seis especies de dendrobatidos y la especie control Eleutherodactylus
johnstonei, se verifico por medio de un espectrofotémetro Nanodrop. El volumen total
extraido para cada muestra fue de 50 pL y la relacién de absorbancia 260/280 se uso para
evaluar la pureza del ARN. En la Tabla 4 se observan los resultados, en los cuales se
muestra una concentracién total para cada una de las muestras mayor a 7 pyg y una
relacion 260/280 entre 1,8 y 2, lo que indica que no existe contaminacién con proteinas,
fenol u otros contaminantes que absorben fuertemente en 280 nm o cerca de este valor.

Tabla 4 Concentracion y pureza de las muestras de ARN total

Especie Concentracion Relacién 260/280

E. johnstonei 220,8 ng/uL 1,89
E. boulengeri 368,2 ng/uL 2

P. aurotaenia 142,8 ng/uL 1,96
A. minutus 167 ng/ulL 1,83
O. histrionica 175,5 ng/uL 1,95
A. bombetes 304,5 ng/uL 1,92
C. fraterdanieli 209,4 ng/uL 1,89
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De igual manera se verificd la integridad y la distribucion del tamafo del ARN total
mediante electroforesis en gel de agarosa con formaldehido como agente
desnaturalizante, y los resultados para cada una de las especies de estudio mostraron dos
bandas intensas correspondientes al ARNr 28s (peso aproximado de 5 kb) y a el ARNr 18s
(peso aproximado de 1,9 kb), como se muestra en la Fig. 43. Igualmente se observa que la
banda de ARNr 28s es aproximadamente el doble de intensa que la banda de ARNr 18s, lo
que es un buen indicador de que el ARN esta intacto (El ARN parcialmente degradado
tendria un aspecto manchado sin bandas fuertes y el ARN totalmente degradado
apareceria como una mancha de muy bajo peso molecular).

E. boulengeri Marcador de peso molecular Marcador de peso molecular A. bombetes E. johnstonei Marcador de peso molecular

P. aurotaenia A. minutus e
C. fraterdanieli ~ Marcador de peso molecular

Marcador de
peso molecular O. histrionica

Kb

0,5

Fig. 43 Electroforesis en gel de agarosa para cada una de las especies de estudio.
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6.1.2. Fase de bioinformatica

6.1.2.1. Verificacién de calidad, ensamblado y alineamiento de las secuencias obtenidas

Los resultados obtenidos del proceso de secuenciacién de las muestras de ARN total de
musculo esquelético de cada una de las especies de estudio realizado por la empresa
Omega Bioservices, fueron descargados de la plataforma Illumina BaseSpace® y cargados
en formato Fastq en el portal web Galaxy. El primer analisis tuvo como objetivo hacer
algunas comprobaciones del control de calidad de los datos provenientes del proceso de
secuenciacion y asi detectar problemas que se pudieron haber originado ya sea en el
secuenciador o en el material de la libreria de inicio, para este anadlisis se usé la
herramienta FastQC, que se encarga de evaluar una serie de mddulos, cuyo resultado
puede tener una marca de aprobacién (v') que indica que los datos son aptos para
realizarles andlisis adicionales, o un signo de exclamacién (!) si se encuentra algo inusual
en los datos por ejemplo que las secuencias no presenten la misma longitud, en algunas
ocasiones este resultado puede afectar andlisis posteriores, o una X que indica que hay
algo mal en los datos, por ejemplo si alguna de las secuencias tiene una longitud cero, lo
que quiere decir que los datos obtenidos del proceso de secuenciacidn no son aptos para
realizarles analisis posteriores.

En la Fig. 44 se muestra el resultado de cada uno de los 12 médulos analizados por medio
de la herramienta FastQC, para las especies de estudio, donde se observa que 7 de los 12
maodulos presentan marcas de aprobacion, lo que indica que en términos generales se
cuenta con una secuencia apta para andlisis posteriores.
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Summary

. @ Basic Statistics

. @Per base sequence quality

. @Per tile sequence quality

@ @Basic Statistics
. Per sequence quality scores
Measure Value

. Per base sequence content Filename 124- 5S4 1001 _R1 001 .fastq

@ File type Conventional base calls
* Per sequence GC content Encoding Sanger / Illumina 1.9

@ - Total Sequences 12475904
* Per base N content Sequences flagged as poor quality 0

. Sequence length 35-101
. Sequence Length Distribution 0,GC 47
0 !

. @Sequence Duplication Levels

. Overrepresented sequences

. ©Adapter Content

. @ Kmer Content

Fig. 44 Resultado del andlisis de los 12 mdédulos con la herramienta FastQC. El resultado del
moddulo de estadistica bdsica muestra el nombre del archivo analizado, el conteo del total de
secuencias procesadas muestra la longitud de la secuencia mds larga (101 pares de bases) y la
secuencia mds corta (35 pares de bases) y el porcentaje de guanina-citosina total en todas las
secuencias.

Sin embargo, se encontraron unos modulos con un signo de exclamacién; mostrados en la
Fig. 45, como son; el contenido de pares de bases de la secuencia, la distribucién de la
longitud de la secuencia y las secuencias sobre representadas. El contenido de pares de
bases de la secuencia, muestra en un grafico la proporcién de cada base nitrogenada, se
espera que exista poca o ninguna diferencia en la proporcion de cada una de las bases, es
decir que las lineas mostradas en la Fig. 45A sean paralelas entre si; este modulo emite un
signo de exclamacidn si la diferencia entre Ay T o G y C es superior al 10% en cualquier
posicién en la lectura; en este caso se observa una composicion diferente al inicio de la
lectura, que en la mayoria de los casos no afecta el andlisis posterior. La distribucidn de la
longitud de la secuencia muestra un signo de exclamaciéon cuando las secuencias no
presentan la misma longitud, este mddulo genera un grafico que muestra la distribucién
de los tamafios de los fragmentos en el archivo analizado, como se observa en la Fig. 45B,
para algunas plataformas de secuenciacidn es completamente normal tener diferentes
longitudes de lectura. El ultimo modulo que presenta signo de exclamacidn es el de
secuencias sobre representadas, este resultado muestra que existen secuencias que
representan mads del 0,1% del total, como se muestra en la Fig. 45C, encontrar una
secuencia muy sobre representada en el conjunto, significa que es altamente significativo
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a nivel bioldgico o que la libreria puede estar contaminada, sin embargo, para este caso
no se encontré una posible fuente.

Per base sequence content B Sequence Length Distribution

Sequence coment azross all bases Distribution of sequence lengths over all sequences

8000000
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B 5000000
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— - ‘—'=“ 2000000

1000000

Position in read (bp) Sequence Length {bp)

Overrepresented sequences
Sequence Count Percentage Possible Source

GTCCAGGGTTGTCCACACCGGTCTGGATGACATCGTCCAAGGTGAAGCCG 29965 0.2639376288033686 No Hit

CCCAACTTGAACACTGGTGGCACTGATTGATGTTCTCTTCATTCCACCAA 24341 0.21440032780586663 No Hit

GTTGTCTTGTCTCTGAGCTICTTGTAGATGTCAAGAGTCAGGGCTTTGGC 12822 0.11293870437232743 No Hit

CTCCATCTTTGTCACCGGCATTCAGGAGTTCCTTAGTTTCCTTGGCAGAG 11730 0.10332015304066454 No Hit
Fig. 45 Mddulos del andlisis con FastQC que presentan signo de exclamacion. A. Resultado del
mddulo del contenido de pares de bases de la secuencia, donde el color rojo representa el
contenido de timina, el color azul de citosina, el color verde de adenina y el color gris de guanina,
se observa que al inicio de la lectura (posicion en la lectura) la proporcion de las bases
nitrogenadas no es proporcional, porque no se encuentran las lineas paralelas. B. Distribucion de la
longitud de la secuencia, la mayoria de las secuencias tienen una longitud entre 98 y 99 pares de
bases. En la grdfica C se observa que se encontraron cuatro secuencias sobre representadas y la

cantidad de veces (count) que se encontro cada una de ellas.

Los mdédulos que aparecen con una X son solo dos, los niveles de duplicaciéon de la
secuencia y el contenido Kmer, como se observa en la Fig. 46. El primer modulo (Fig. 46A)
emite un error si las secuencias no uUnicas representan mas del 50% del total, estos
duplicados pueden darse por artefactos del PCR o porque se ha agotado la diversidad de
la libreria y esta re-secuenciando las mismas secuencias; pero este reporte no distingue
entre estos dos tipos de duplicados y el contenido Kmer (Fig. 46B) es otra manera de ver
las secuencias sobre representadas, pero solo se analizan las secuencias cortas de 7-mer
(7 bases nitrogenadas) y en este caso se observa que se encuentran al inicio y al final de
cada lectura, que puede ser debido a la presencia de adaptadores; este resultado del
contenido Kmer debe preocupar cuando el mddulo de calidad de la secuencia por base
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sea malo y se puede observar que para el andlisis de las secuencias estudiadas este
modulo tuvo una marca de aprobacion .

@Sequence Duplication Levels QKmer Content
A. B.

Percentof seqs remaining if deduplicaed 32.48% Log2 Obs/Exp
100

20

| I L i

- Sl 2 =
2 3 4 5 0 7 8 e 210 530 »100 300 1k »5k 10k ® 12348587889 1213 1819 2425 3031 3637 4243 4840 5455 B0-81 BA-87 7273 7870 8485 9091
Sequence Duplication Level Position in read (bp)

Fig. 46 Mddulos del andlisis con FastQC que presentan posibles fallas. A. Niveles de duplicacion
de la secuencia, en el trazo de color azul se muestra el total de secuencias donde solo
aproximadamente 25% de las secuencias son unicas (es decir el nivel de duplicacion es uno),
mientras que el 75% restante (trazo de color rojo) son secuencias que se encuentran duplicadas. B.
Contenido Kmer, en ella se encuentran seis secuencias de 7 pares de bases, que muestran el patron
de enriquecimiento de ese Kmer a través de la longitud de las lecturas.

Los resultados obtenidos anteriormente con la herramienta FastQC, fueron adecuados
para ejecutar analisis posteriores con las secuencias obtenidas. De esta manera se realizé
el ensamble del transcriptoma de Novo por medio de la herramienta Trinity, el resultado
de este analisis, generd un archivo FASTA con todos los transcritos ensamblados y en la
Tabla 5 se muestra el total de transcritos ensamblados para cada una de las especies de
estudio.
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Tabla 5 Transcritos ensamblados con la herramienta Trinity

Especie Transcritos ensamblados
E. johnstonei 87.062
E. boulengeri 77.001
P. aurotaenia 71.834
A. minutus 81.966
O. histrionica 85.964
A. bombetes 89.612
C. fraterdanieli 76.663

El dltimo analisis realizado con el portal web Galaxy, fue el alineamiento de las lecturas
con el ensamble obtenido anteriormente con Trinity, el cual se toma como genoma de
referencia, para esto se utilizé la herramienta TopHat, el cual arrojé una tasa de mapeo
total de las lecturas alrededor del 90% para cada una de las especies de estudio.

6.1.2.2. Secuencias de ADNc que codifican para la subunidad a de los Nav1.4 de las
especies de estudio

En la base de datos NCBI se buscaron las secuencias completas de ADNc o ARNm que
codifican para la subunidad a de los Nav de vertebrados como Rattus norvegicus, Mus
musculus, Homo sapiens, Danio rerio y Thamnophis sirtalis, se encontré que la longitud de
estas secuencias iba entre 5553 y 6957 pb; parametro que se tuvo en cuenta para la
busqueda de las secuencias de ADNc que codifican para la subunidad a de los Nav1.4 de
las especies de estudio, pero debido a que los transcritos ensamblados pueden tener una
longitud mayor, ya que no se ha definido el marco abierto de lectura, se tomdé como
longitud minima de busqueda 6000 pb y como longitud maxima 8000 pb; estos dos
parametros, junto con el archivo FASTA generado con los transcritos ensamblados, fueron
cargados en el algoritmo creado con el software Qt Creator. Este resultado generd un
archivo FASTA solo con los transcritos ensamblados que se encontraran dentro del rango
de longitud establecido, de igual manera se reportd el nimero de secuencias encontradas
en ese rango para cada una de las especies de estudio, como se puede observar en la
Tabla 6.
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Tabla 6 Transcritos de cada una de las especies con una longitud entre 6000 y 8000 pb.

Especie Transcritos entre 6000 y 8000 pb
E. johnstonei 343
E. boulengeri 175
P. aurotaenia 140
A. minutus 182
O. histrionica 162
A. bombetes 299
C. fraterdanieli 224

El archivo FASTA con los transcritos filtrados a la longitud establecida, de cada una de las
especies de estudio, fue cargado en la herramienta Nucleotide BLAST del NCBI; de esta
manera se identificd el transcrito con la mayor similitud a las secuencias reportadas en las
bases de datos que codifican para Nav. Es decir, se obtuvo la secuencia de ADNc que
codifica para la subunidad a del Navl.4 de cada uno de los seis dendrobatidos; para la
especie control Eleutherodactylus johnstonei, se encontrd la secuencia de ADNc de la
subunidad a del Nav en el rango de longitud entre 8000 y 9000 y no entre 6000 y 8000
como en el resto de las secuencias de estudio.

6.1.2.3. ORF de las especies de estudio

La secuencia de ADNc que codifican para la subunidad a del Nav de musculo esquelético
de cada una de las especies de estudio, fue cargada en formato FASTA en la herramienta
ORFfinder; el resultado obtenido para la secuencia de P. aurotaenia se muestra en la Fig.
47, donde se observa los ORF’s encontrados, la longitud de cada uno de ellos en pares de
bases y en residuos y al lado inferior izquierdo se obtiene la traduccién a proteina y al
darle clic en el botéon SmartBLAST, se obtiene con que secuencia reportada en las bases de
datos es mas parecido el ORF, como se observa en la Fig. 48.
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Fig. 47 ORF’s encontrados para la secuencia de Phyllobates aurotaenia.
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(=) Best hits

Select: All None Selected:0

14 Alignments o
Description S’z‘:; ::;?; ?:fg va\Eue Ident  Accession

[ sodium channel protein type 4 subunit aipha [Mus muscuus 2700 2709 99% 0.0 74% NP 5734622

| | sodium channel protein type 4 subunit alpha [Homo sapiens 2670 2670 99% 0.0

1 s t alpha A [Danio reriol 2513 2513 98% 0.0

[J PREDICTED: sodium channe! protein type 4 subunit aipha A isoform X2 [Danio re 2511 2511 98% 0.0

[] sodium channel protein tvpe 4 subunit alpha A isoform X1 [Danio refio] 2509 2509 98% 0.0

Fig. 48 Resultado obtenido del SmartBLAST para el ORF17 de la figura anterior.

En la Tabla 7 se encuentra consignada la longitud de cada uno de los ORF’s encontrados
gue corresponden a la secuencia de Nav de cada una de las especies de estudio.

Tabla 7 Longitud encontrada de cada una de las secuencias de Nav de las especies de estudio.

] Longitud ORF
Especie
pb aa
E. johnstonei 5463 1820
E. boulengeri 5463 1820
P. aurotaenia 5460 1819
A. minutus 5463 1820
O. histrionica 5367 1788
A. bombetes 5463 1820
C. fraterdanieli 5463 1820

6.1.2.4. Alineamiento y caracterizacion de la estructura primaria que codifica para la
subunidad a de los Nav1.4 de las especies de estudio

El resultado del alineamiento multiple de las seis especies de estudio, de la especie control
E. johnstonei, de la secuencia de Nav de musculo esquelético de P. aurotaenia obtenida en
la tesis de Doctorado del Santiago Castano y la secuencia de Nav de musculo esquelético
de rata encontrada en las bases de datos, se muestra desde la Fig. 49A hasta la Fig. 49D, en
estas imagenes también se sefialan los cuatro dominios homélogos, los seis segmentos
transmembrana de cada uno de los dominios, el filtro de selectividad DEKA y el segmento
de inactivacion IFM, tipicos de los Nav. Para esquematizar la posible distribucién de los
aminodacidos lipofilicos e hidrofilicos en estructura secundaria, como ejemplo se tom¢é la
secuencia primaria de la subunidad a del Nav de P. aurotaenia obtenida en este proyecto
y se realizd una prediccidon de su estructura secundaria por medio de la herramienta Web
Protter y como se muestra en la Fig. 50.
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P a 1 MAG-——-—-KIHPPGPDSLQRFTKETIAKIEKTIEEEEIR-—-KAKQIEVLDEVVREPNNGLEAGKSLPLIYGDPPPELIGVPLEDLDPFY SNQKTFIVINKSKAVERFTATKAMYLLDPENP
P_aZ 1 MAG----KIHPPGPDSLQRFTKETIAKIEKTIEEEEIR--KAKQIEVLDEVVRKPNNGLEAGKSLPLIYGDPPPELIGVPLEDLDPFYSNQKTFIVINKSKAVEFRFTATKAMYLLDPENP
O h I - —— — —— —TR——KAKQIEVLDEVVRKPNKG LEAGK SLP LIYGDPPPELIGVILEDLDP FY SNQKTF IVINK SKAIFRFTATKEAMYLLDPFNL
E b 1 MAG----KMLPPGPDSLRRFTKETIAKIEKTIREEEIR--KAKQIEVLDEVVRKPNKGLEAGKSLPLIYGDPPPELIGVPLEDLDPFYSNQKTFIVINKSKALFRFTATKEMYLLDPFNP
A:b 1 MAG-—-——KILPPGPDSLRRFTKETMAKIEKTIEEEEIR--KAKQIEVLDEVVREPNEGLEVGKSLPLIYGDPPPELIGVALEDLDPFYSNQKTFIVINKSKAVFRFTATFALYLLDPFNL
A m 1 MAG-——-—-KILPPGPDSLRRFTKETMAKIEKTIEEEAIR-—-KAKQIEVLDEVVREPNKGLEVGKSLPLIYGDPPPELIGVALEDLDPFY SNQKTFIVINKSKSVERFTATKALYLLDPENL
c f 1 MAG----KILPPGPDSLRRFTKETIAKIEKTIEEEEIR--KAKQIEVLDEVVRKPNNGLEAGKSLPLIYGDPPSELIGVALEELDPFYSNQKTFIVINKSKAIFRFTATNAMYLLDPFNL
E_j 1 MAG----KMHPPGPDSLRRFTKESLARIEKQIEEEEIR--KAKNIETLDDVVREPNNGLEAGKSLPLIYGDPPPELIGVPIEDLDPFYKTQKTFIVINKGKAIFRFTATKAMYLLDPEFNL
R n Navl.4 1 MASSSLPNLVPPGPHCLRPFTPESLAAIEQRAVEEEARLORNKQME I-EEPERKPRSDIEAGKNLPLIYGDPPPEVIGIPLEDLDPYYSDKKTFIVINKGKATIFRFSATPALYLLSPFST

* kkk *k ok * *k ok ok K * * kkok * * * * -
P a 115 GFCIDSFTFLR DLGNVS|
P al 115 GFCIDSFTFLR DLGNV S|
O:h 82 GFCIDSFTFLR DLGNV S|
E b 115 GFCIDSFTFLR DLGNVS|
E b 115 GFCIDSFTFLR DLGNVS|
A:m 115 GFCIDNFTFLR DLGNV S|
c f 115 GFCIDSFTFLR DLGNV S|
E J 115 GFCIDSFTFLR DLGNV S|
R n Navl.4 120 GFCIDDFTFLR DLGNIS]

* * % * * * * kkkkkkEk Kk Kk Kk kk kkk * * Tkkkkk  kkk  kk kk ok * k k¥ *

P a 235 VGALIQSVEKLAD QKCVRWEP——-SEEAYEYYRNETINSMD-FDDNSTLY ————— NNTDMFT-NISIDWSTYINDESNFY FLDGALDALLCGNSSD
P_aZ 235 VGALIQSVEKLAD QKCVRWEP——-SEEAYEYYRNETINSMD-FDDNSTLY ————— NNTDMFT-NISIDWSTYINDESNFY FLDGALDALLCGNSSD
O h 202 VGALIQSVEKLGD QKCVRWFP——-SEEAYEYYRNETINSME-FDGNSTLY ————— NNTDMFT-NISIDWSTYLNDESNFY YLEGALDALLCGNSSD
E b 235 VGALIQSVEKLAD QKCVRWEFP——-SEEAVEYYRNVTINSMD-FDDNSTLY ————— NNTDMFT-NISIDWSAYLDDESNFY YLDGALDALLCGNSSD
A:b 235 VGAIMQSVEKLGN| QRCVRWEP—SEEAYEYYRNHTIYSME-FDDNSTLY ————— NNTDMFT-NISIDWSTYLNDESNFY YLEGALDALLCGNSSD
A m 235 VGALMQSVEKLGD QKCVRWEP——-SEEAYEYYRNQTIYSME-FDDNSTLY ————— NNTDMFT-NISIDWSTYINDESNFY YLEGALDALLCGNSSD
c f 235 VGALIQSVEKLAD QKCVRWEFP——-SEEAVDYYRNVTINSMD-FDDNSTEFY————— NNTDMFT-NISIDWFAY INDESNFY YLDGALDALLCGNSSD
E_j 235 VGALIQSVEKLRD KQKCVHWPP—-SEEAYDYYRNITITSMG-FDDNSTLY ————- NDTDIFT-NISIDWSEYINDESNFY FLDGALDPLLCGNSSD
R n Navl.4 240 VGALIQSVEKLSD QECVRWEPPMNDTNT TWY GNDTWYSNDTWYGNDTWY INDTWNS QESWAGNSTFDWEAY INDEGNFY FLEGSNDALLCGNSSD

* ok kkk Kk * X%k k k% * *k * *k ko * k% k% Tkkkk
P a 346 SGKCPESYTCIKTGRNPNYGYTNFDSFNWAYLALFRLMTQDYWENLFQLTLRAAGKTY YDEQNEATIQEALEKEKEFQDMLEQLEKKHQEEQGQR
P al 346 SGKCPESYTCIKTGRNPNYGYTNFDSFNWAYLALFRLMTQDYWENLFQLTLRAAGKTY YDEQNEATIQEALEKEKEFQIMLEQLEKHQEEQGQR
O:h 313 SGEKCPENHICMKTGRNENYGYTHFDSFNWAFLALFRLMTQDYWENLFQLTLRAAGKTY YDEQNEATIQEALEKEKEFQDMLEQLEKKHQEEQGQR
E b 346 SGKCPESYTCIKTGRNPNYGYTSYDSFNWAFLALFRLMTQDYWENLFQILTLRAARGKTY YDEQNEATIQEALEKEKEFHDMLEQIKKHQEQQGQOR
E b 346 SGKCPESFICMKETGRNPNYGYTNYDSFNWAFLALFRLMTQDYWENLFQILTLRAARGKTY YDEQNEATIQEALEKEKEFQDMLEQIRKHQEEQGQR
A:m 346 SGKCPESFICMKTGRNPNYGYTNFDSFNWAFLALFRLMTQDYWENLFQLTLRAAGKTY YDEQNEATIQEALEKEKEFHDMLEQLEKHQEEQGQR
c f 346 SGEKCPESFECIKTGRNPNYGYTSYDSFNWAFLALFRLMTQDYWENLFQLTLRAAGKTY YAEQNEATIQEALEKEKEFHDMLEQLEKHQEEQGQR
E j 346 SGKCPESFTCMKTGRNENYGYTSYDSFNWAFLALFRLMTQDYWENLFQLTLRAAGKTY YAEQNEATMQEALEKEKEFQDMLEQLKKHQEEQGQR
R n Navl.4 360 AGHCPEGYECIKAGRNPNYGYTSYDTFSWAFLALFRIMTQDYWENLFQLTLRARGKTY YAEQNEATLAEDQEKEEEFQOMLEKYKKHQEELEKL

Fig. 49 A. Alineamiento mudltiple de la estructura primaria de los Nav1.4 de las seis especies de estudio, de E. johnstonei, de R. norvegicus y de P. aurotaenia2
(secuencia tomada de la tesis Doctoral de Santiago Castafio 2011), desde el residuo 1 hasta el 465. Los segmentos transmembrana del dominio | estdn
resaltados en color purpura. En color rojo estd resaltado el residuo D que conforman el filtro de selectividad DEKA. En * se muestran los residuos variables. P_a:
Phyllobates aurotaenia, P_a2: Phyllobates aurotaenia2, O_h: Oophaga histrionica, E_b: Epipedobates boulengeri, A_b: Andinobates bombetes, A_m: Andinobates
minutus, C_f: Colostethus fraterdanieli, E_j: Eleutherodactylus johnstonei y R_n_Nav1.4: Rattus norvegicus Nav1.4.
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466 FKASMASVGLVNEDIKKSTELDLAEEDKERMDCNGRVIPRVVIETIDAVEDDAT SVKTDLEKNTKMY LEEPT LQKRT GSSVSVVSEAMIEELEEAQQTCP PWWYKFANTF LKWDC CKPWIQ
466 FKASMASVGLVNEDIKKSTELDLAEEDKEKMDCNGRVIPRVVIETIDAVEDDAT SVKTDLEKNTKMY LEEPT LQKRT GSSVSVVSERMIEELEERQQTCP PWWYKFANTF LKWDC CKPWIQ
433 FKASMASVGLVNEDIKKSTEADLA-EDKERMDCNGRVIPRVVIDEVDAVEDDVSSVKTDLEKNSKMY LEEPT LQKRT GSSVSVVSEAMIEELEEAQH PCPPWWYKFANIFLKWDC CKPWIQ
466 FASMASVGLVNEDIKKSRELDLAEEDKEEMDCNGRVIPRVVIETVDALEEDAGSVKTDLEKNSKMY LEEPT LQKRTRSSVSVVSEAMIEELEEAQQACP PWWYKFANTFLEWDCCKPWIQ
466 FASMASVGLVNEDIKKSTEADLDEEDKEEMDCNGRVIPRVVIDTVDALEDDVS SVKETDLEKNSEMY LEEPT LQKRT GSSVSVVSEAMIEELEEAQQPCP PFWWYKFANIF LKWDC CKAWIQ
466 FKASMASVGLVNEDIKKSTEADLDEEDKERMDCNGRVIPRVVIDTVDALEDDVSSVKETDLEKNSKMY LEEPT LQKRT GSSVSVVSEAMIEELEEAQQPCPPWWYKFANIF LKWDC CKPWIQ
466 FKFASMASVGLVNEDREKSTELDLDEEDKEEKMDCNGRVIPRVVIETVDALEEDANSVKTDLEKNSKMY LAEPT LEKRT GSSVSVVSEAMIEELEEAQQTCP PWWYKFANTF LKWDC CKPWIQ
466 FASMASVGLVNEDRKESTQLDLDDDDNEEMDCNGRMIPRVVIERVASIEEDDY SVKNDLEKNSKMY LDEPKLGKKVGSSVSVISEAMIEELEEAQQTCP PHWYK FANMF LIWDC CKPWVT
Navl.4 480 FKARQA————-LESGEEAD--GDPTHNKDCNG--——-——--— SLDASGEKGPP-————————————RPSCSADSAISDAM-EELEEAHQKCP PWWYKCAHEVLIWNCCAPWVE

S1-Dil S2-DII

*kk kkk *%k k kk K * Xk k% * * * * *

586 FKEIVRLVVMDPFVDLGITICIVINTLFMAMEHYPMIEEFENVLSVGNLVFTGIFAREMFLKLIALDPYYY FQVGWNVEDS IIVILSLVELGLANVEGLSVIRSFRLLRVFKLAKSWPTL

586 FKEIVRLVVMDPFVDLGITICIVINTLFMAMEHYPMIEEFENVLSVGNLVFTGIFAAEMFLKLIALDPYYY FQVGWNVEDS IIVILSLVELGLANVEGLSVLRSFRLLRVFKLAKSWPTL

552 FKEFVRFVVMDPFVDLGITICIVINTLFMAMEHYPMIEQFDNVLSVGNLVEFTGIFAREMFFKLIALDPYYY FQVGWNVEDS IIVILSLVELGLANVEGL SVIRSFRLLRVFKLAKSWPTL

586 FEKEFVRFVVMDPFVDLGITICIVINTLFMAMEHYPMTEQFONVLSVGNLVFTGIFAREMFFKL IALDPYYY FQVGWNVEFDS ITVTLSLVELGLANVEGL SVIRSFRLLRVFELAKSWPTL

586 FKEFVREVVMDPFVDLGITICIVINTLFMAMEHYPMIEQFENVLSVGNLVFTGIFAREMFFKLIALDPYYY FQVGWNVEDS IIVILSLVELGLANVEGL SVIRSFRLLRVFKLAKSWPTL

586 FKEFVREVVMDPFVDLGITICIVINTLFMAMEHYPMIEQFENVLITVGNLVEFTGIFAREMFFKLIALDPYYY FQVGWNVEDS IIVILSLVELGLANVEGL SVIRSFRLLRVFKLAKSWPTL

586 FKECVRFVVMDPFVDLGITICIVINTLFMAMEHYPMIEQFENVLSVGNLVEFTGIFAREMFFKLIALDPYYY FQVGWNIFDS IIVILSLVELGLANVEGL SVIRSFRLLRVFKLAKSWPTL

586 FKEYVRLVVMDPFVDLGITICIVINTLFMAMEHYPLSEEFEHVLIVGNLVFTGIFAAREMFFRVIALDPYYY FQVGWNIFDS IIVILSLVELGLANVEGLSVIRSFRLLRVFKLAKSWPTL

Navl.4 561 FKHIIYLIVMDPFVDLGITICIVINTLFMAMEHYPMIEHFDNVLSVGNLVETGIFTAEMVLKLIRMDPYEY FQOQGWNIFDSFIVILSLVELGLANVQGLSVIRSFRLLRVFKLAKSWPTL

S5-DII S6-DII

* * * * * * * K *

706 NMLIKIIGNSVGALGNLTLVIAIIVFIFAVVGMQLFGKSYKECVCKINSDCVLPRWHMHDFFHSFLIVFRILCGEWIETMWDCMEVAGQAMCLT VEILMVMVVGNLVVLNLFLALILSSFES
706 NMLIKIIGNSVGALGNLTILVIAIIVFIFAVVGMOLFGKSYKECVCKINSDCVLPRWHMHDEFHSFLIVFRILCGEWIETMWDCMEVAGOAMCLT VELMVMVVGNLVVLNLFLALILSSFES
€72 MNMLIKIIGNSVGALGNLTIVIAI IVFIFAVVGMQLFGKSYKECVCKINSDCVLPRWHMNDFFHSFLITIFRI LCGEW IETMWDCMEVAGQAMCLT VEIMVMVVGNILVVLNLFLALLL.SSFS
706 NMLIKIIGNSVGALGNLTLVIAIIVFIFAVVGMQLFGKSYKECVCKINSDCVLPRWHMHDEFHSFLIVFRILCGEWIETMWDCMEVAGQAMCLT VELMVMVVGNLVVLNLFLALILSSES
706 NMLIKIIGNSVGALGNLTLVIAIIVFIFAVVGMQLFGKSYKECVCKITSDCALPRWHMNDFFHAFLIIFRILCGEWIETMWDCMEVAGQAMCLT VELMAMVVGNLVVLNLFLALILSSFES
706 NMLIKIIGNSVGALGNLTILVIAIIVFIFAVVGMOLFGKSYKECVCKITSDCALPRWHMNDFFHAFLIIFRILCGEWIETMWDCMEVAGOAMCLT VEIMAMVVGNLVVLNLFLALILSSES
706 NMLIKITIGNSVGALGNLTLVIAI IVFIFAVVGMOLFGKSYKECVCKINSDCVLPRWHMHDFFHSFLIVFRI LCGEW IETMWDCMEVAGQAMCLT VEMMVMVVGNLVVILNLFLAT.ILSSFS
706 NMLIKIIGNSVGALGNLTLVIAIIVFIFAVVGMQLFGKSYKECVCKINSDCVLPRWHMHDEFFHAFLIVFRILCGEWIETMWDCMEVAGQAMCLIVEMMVMVVGNLVVLNLFLALILSSES
Navl.4 681 NMLIKIIGNSVGALGNLTLVIAIIVFIFAVVGMQLFGKSYKECVCKIASDCNLPRWHMNDEFHSFLIVFRILCGEWIETMWDCMEVAGQAMCLTVEIMVMVIGNLVVLNLFLALLLSSES
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* kk ok * *k ok ok kkkkkk ok ok ok hkkkkkkk ok kkkk dekokkk  kk kkodkkk *odkk kokkk * k *
826 ADNLSASDDDGEMNNIQIATGRITRGIDFIEKTMISLLP-——FEKKKE--——--QNKEEDENNIEDV-RESFAINHLATEEEPKPECPAID--——-—-GFIKKPRYIMTELDHINLINNPH
826 ADNLSASDDDGEMNNLQIAIGRITRGIDFIKKTMISLLP---FKKKE--—--QNKEEDKNNIEDV-RESFALNHLATEEEPKPECPAID---—----GFIKKPRYIMTELDHINLINNPH
792 ADSLSASDDDGEMNNLQIAIGRITRGIDFIKKTVISLLP---FKKKE-----QNKEEDKDN IEDVNKE SFALNHLE TEEEPKPECPAFD--———-—-GFVKKPCYIMTELDHINLINNPH
896 ADNLSASDDDGEMNNLQIALGRITRGIDFIKKTVMSLLP---FKKKE-----QNKEEDKDN IEDVNKE SFALNHLE TEEEPKPECPAVD-—-------GFVEKPRYIMTELDHINLINNFPH
896 ADSLSGSDDDGEMNNIQIATGRITRGIDFIEKTVISLLP-——FEKKKE--—--QNKEEDKDNIEDVNKE SFAINHLETEEEPKPECPAFD--——-—-GFVKKPRYIMTELDHINLINNPH
896 ADSLSGSDDDGEMNNIQIATGRITRGIDFIEKTAISLLP-——FEKKKD--—--ENKEEDKDNIEDVNKE SFAINHLETEEEPKPECPAFD--——-——-GFVKKPRYIMTELDHINLINNPH
896 ADNLSASDDDGEMNNLQIALGRITRGIDFIKKTVISLLP---FKKKE-----QNKEEDKNNIEDVNKE SFALNHLE TEEEPKTECPPFD-—-------GFVKKPRYIMTELDHINLINNFPH
896 ADNLSASDDDGEMNNLQIAIGRITRGIDFVEKKTAI SMLP---FKKKE-----ESKEEEEDNKE DENKE SFALNHIETEEEPKPESPVVD-—-------GFFKKPRYIMTE LDHINMINNFPH
801 ADSIAASDEDGEMNNLQIAIGRIKWGIGFAKTFLLGLLRGKILSPKEIILSLGEPGGRGENAEESTPE-——--———— DEKKEPPPEDKELKDNHILNHVGLTDGPRSSI-ELDHLNFINNPY

Fig. 49 B. Alineamiento multiple de la estructura primaria de los Nav1.4 de las seis especies de estudio, de E. johnstonei, de R. norvegicus y de P. aurotaenia2
(secuencia tomada de la tesis Doctoral de Santiago Castafio 2011), desde el residuo 466 hasta el 928. Los segmentos transmembrana del dominio Il estdn
resaltados en color amarillo. En color rojo estd resaltado el residuo E que conforman el filtro de selectividad DEKA. En * se muestran los residuos variables.
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51-Dill

*% * *kkkkk *hkkk * kkkk *kkkk * * * *%k * *kk kk *kk * * * * *kk k * %k k% * *

P a $2% YRIEVPIASEESDIDYLETDELSTQSEFEETVIKPKKTFFDG-TSMCSTADYKPPEPEEEEET LEHKEEDDPEECFTEACVRRFEPCLYVDIKTEKGKLWWNVRE TCFKIVEHNWEETET T
P:af 929 YRIEVPIASEESDIDYLETDELSTQSEFEETVIKPKKTFFDG-TSMCSTADYKPPEPEEEEET LEHKEEDDPEECFTEACVRRFPCLYVDIKTEKGKLWWNVRETCFKIVEHNWEETET T
O_h 896 YRIEVPIASEESDIDYLETDEFSTQSEFEETVIKPKKQFDDG-SSVCSTADYRPPEPEEEEET FENKEEDGPEECFTEACVRRFPCLYVDIKTEKGKIWWNIRETCFKIVEHNWEETET T
E Db 929% YRIEVPIASEESDILDYLETDELSTQSEFEETVIKPKEQFFDG-SSMCSTADYRPPEPEEEEET FEHKEEEGPEECFTEACVRRFECLYVDINTEKGKIWWNIRKTCFKIVEHNWEETET T
A:b 929 YRIEVPIASEESDLDYLETDELSTQSEFEETVIKPEKQFVDG-SSVCSTADYRPPEPEEEEET FENKEEDGPEECFTKACVQRFPCLYVDIKTEKGKLWWNIRKTCFKIVEHNWEETFI I
A m 929 YRIEVPIASEESDIDYLETDELSTQSEFEETVIKPRKQFVDG-SSVCSTADYRPPEPEEEEET FENKEEDGPEECFTEACVRRFPCLYVDIKTEKGKLWWNIRKTCFKIVEHNWEETET T
C_f 929 YRIEVPIASEESDIDYLETDELSTQSEFEETVIKPKKQFFDG-SSMCSTADYRPPEPEEEEET FEHKEEEGPEECFTEACVRRFPCLYVDIKTEKGKLWWNIRETCFKIVEHNWEETET T
E j 92% YRIEVPIASEESDLDFLDTDEVSTQSEFEEIRRKPKPSFFDG-TSMCSTADYRPPEPEEEERAIEHKEEEGPEDCFTEACVRRWECLYVDIKTEKGKLWWNIRKTCFTIVEHNWEETET T
R_H_Navl. 4 913 LTIQVPIASEESDLEMPTEEETDAFSEPED-IKKPLQFLYDGNSSVCSTADYKPPEEDPEEQAEENPEGEQPEECFTEACVERCPCLYVDI SQGRGKMWWT LRRACFKIVEHNWEETFIV
* * % * *k %k * * k% * * * * & *
P a 10458 MMILLSSGALAFEDIYIEQRQVIKITILEYADKVESYVEVIEMLIKWVAYGEFKVYFTNAWCWLDFLIVDVSLISLTANWLGY SELGPIKSLRTIRALRPLRATSREEGMRVVVNALLGATP
P_a2 1048 EMILLSSGALAFEDIYIEQROVIKIILEYADKVESYVEVIEMLIKNVAYGEKVYFTNAWCWLDFLIVDVSLISLTANWLGY SELGPIKSLRTIRATLRPTLRAT SREECMRVVVNALLGAIP
O_h 1015 FMIILSSGALAFFEDINIEQRKVIKIILEYADKVESYIFVLEMLIKWVAYGFKVYFTNAWCWLDFLIVDVSLISLTANWLGY SELGPIKSLRTIRATLRPLRAT SREEGMRVVVNALLGAIP
E_b 1048 FMIILSSGALAFFEDIYIEQREVIKIMLEYADKVESYIFVIEMLIKWVAYGFKVYFTNAWCWLDFLIVDVSLISLTANWMGY SELGPIKSLRTIRATLRPLRAT SRFEECMRVVVNALLGATIP
A_b 1048 FEMILLSSGALAFEDVNIEQRKVIKIILEYADKVESYIFVEEMLIEKWVAYGEKVYFTNAWCWLDELIVDVSIISLTANWLGY SELGPIKSLRTIRATRPLRATSREECMRVVVNALLGAIP
A m 10458 FMILLSSGALAFEDVNIEQRKVIKITILEYADKVESYIFVFEMLIKWVAYGEFKVYFTNAWCWLDFLIVDVSTI ISLTANWLGY SELGPIKSLRTLIRALRPLRATSREEGMRVVVNALLGATP
c £ 1048 EMILLSSGALAFEDIYIEQREVIKIMLEYADKVESYIFVIEMLIKNVAYGEKVYFTNAWCWLDFLIVDVSLISLTANWMGY SELGPIRSLRTIRATLRPTLRAT SREECMRVVVNALLGAIP
E_j 1048 FEMIIMSSGALAFFEDIYIEQREKVIKTILEYADKVESYIFVIEMLIKWVAYGFKVYFTNAWCWLDFLIVDVSLISLTANWLGY SELGAIKSLRTIRATLRPLRAT SREECMRVVVNALVGATIP
R_n_Navl .4 1032 EMILLSSGALAFEDIYIEQRRVIRTILEYADKVETYIFILEMLIEWVAYGEKVYFTNANCWLDELIVDVSIISLVANWLGY SELGPIKSLRTLRALRPLRALSRFECMRVVVNALLGAIP
* * * * * * * kkkk kk k& * * *kk k * * &
P a 1168 SIMNVLLVCLIFWLIFSIMGVNMFAGKY YRCINTTTSELFDISVVNNRSDCMAINFTE QVRWVNVEVNEDNVGLGY LSLLOVATFKGWMDIMYARVDSRKIEDQEVYEINLYMYLYEVIE
P: az 1168 SIMNVLLVCLIFWLIFSTMGVNMFAGKY YRCINTTTSELFDISVVNNRSDCMAINFTEQVRWVNVKVNEFDNVGLGY LSLLOVATFKGNMDIMYAAVDSRKIEDQEVYEINLYMYLYFVIFE
O_h 1135 SIMNVILVCLIFWLIFSTMGVNMFAGKY YRCINTTTSELFDISIVNNHSDCMAINFTEQVRWVNVKVNEFDNVGLGY LSLLQVATFKGNMDIMYAAVDSRGIGDQEVYEINMYMY LYFVIE
E_b 1168 SIMNVILVCLIFWLIFSTMGVNLFAGKY YRCINTTTSELFDISIVNNRSDCMAINFTEQVRWVNVEKVNEFDNVGLGY LSLLOQVATFKGWMDIMYAAVDSRNIEDQEVYEINLYMYLYFVIE
kb 1168 SIMNVLLVCLIFWLIEFSIMGVNLFAGKFYRCINTTTSELFDISIVNNRSDCMALNFTEQVRWVNVEVNEDNVGLGY LSLLOVATFKGWMDIMYARVDSRNIEDQEVYEINLYMYLYEVIE
A:m 1168 SIMNVLLVCLIFWLIFSTMGVNLFAGKFYRCINTTTSELFDISVVNNRSDCMAINFTEQVRWVNVKVNFDNVGLGY LSLLOVATFKGNMDIMYAAVDSRNIKDQEVYEINLYMYLYFVIE
c_ f 1168 SIMNVLLVCLIFWLIFSTMGVNLFAGKY YRCINTTTSELFDISIVNNRSDCMAINFTEQVRWVNVKVNEDNVGLGY LSLLOVATFKGNMDIMYAAVDSRNIEDQEVYETNLYMYLYFVIFE
E j 1168 SIMNVILVCLIFWLIFSTMGVNMFAGKY YRCINTTTSELFDISVVNNRSDCFAINNTEEVRWVNVKVNFDNVGLGY LSLLQVATFKGNMDIMYAAVDSRNVEEQPSYEINLYMYLYFVIE
R n_NaVl .4 1152 SIMNVILVCLIFEWLIFSTMGVNLFAGKFYY CVNTT TSERFDISVVNNKSESESIMY TGQVRWMNVEVN YDNVGLGY LSLLOQVATFKGWMDIMYAAVDSREKEEQPHYEVNLYMY LYFVIF
Segmento inactivacion
* * * k% * * *% * * * * * * * * % * * % *
P a 1288 IIFGAFFTINLFIGVITDNFNQQKKKFGGKDIEMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPVKEIPRPENPIQGVVE ETDDQSDEKV
P7a2 1288 IIFGAFFTINLFIGVITDNFNQQKKKFGGKDIEMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPVKEIPRPENPIQGVVE ETDDQSDEKV
O_h 1255 QIIFGAFFTINLFIGVIIDNFNQOKRKKFGGKDIEMT EEQKRKY YNAMKKLGSKKPVKP IPRPENP IQGVVE ETDDQSDEEV.
E Db 1288 OIIFGAFFTINIFIGVIIDNFNQQKKKFGGKDIEMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPVKPIPRPENPIQGVVE ETDDQSDEEV.
A:b 1268 ITIFGAFFTINLFIGVIIDNFNQQKKKFGGKDIEMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPVKEIPRPENP IQGVVE ETDDQSDEKV.
A m 1288 IIFGAFFTINLFIGVITDNFNQQKKKFGGKDIEMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPVKEIPRPENPIQGVVE ETDDQSDEKV
c_ f 1288 IIFGAFFTINLFIGVIIDNFNQQKKKFGGKDIFMTEEQKKY YNAMKKLGSKKPVKP IPRPENP IQGVVE ETDDQSDEEV.
E j 1288 IIFGAFFTINIFIGVIIDNFNQQKKKFGGKDIEMTEEQKKYYNAMKKLGSKKPVKP IPRPENPVQGVVE ETDDQSEEKV.
R n Navl.4 1272 IIEGS FETINLFIGVITDNFNQQKKKFGGKDIFMT EEQEKY YNAMKEL GSKEP QKP IPRPQNK IQGMVY ETDDQSQLEV

Fig. 49 C. Alineamiento muiltiple de la estructura primaria de los Nav1.4 de las seis especies de estudio, de E. johnstonei, de R. norvegicus y de P. aurotaenia2
(secuencia tomada de la tesis Doctoral de Santiago Castaino 2011), desde el residuo 929 hasta el 1407. Los segmentos transmembrana del dominio Il estan
resaltados en color azul y los del dominio IV en color verde. En color gris se muestra el segmento de inactivacion IFM. En color rojo estd resaltado el residuo K que
conforman el filtro de selectividad DEKA. En * se muestran los residuos variables.
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S2-DIvV 53-DIV
*

* & * * * k% *k * * *
P a 1408 YYFFT EYFVSPTL TLLFAIMMSLPALFN KKESGIDDMEN
P a2 1408 YYFFT EYFVSPTL TLLFATMMST, FATFN KKESGTDDMFN
0 h 1375 YYFFT EYFVSPTL TLLFALMMSLPALEN KKESGIDDMEN
E b 1408 YYFFT EYFVSPTL TLLFAIMMSLEALFN KKESGVDDMEN
2 b 1408 YYFFT EYFVSPTL TLLFAIMMSLPALFN KKESGIDDMEN
2 m 1408 YYFFT EYFVSPTL TLLFATMMST, FATFN KKESGTDDMFN
c £ 1408 YYFFT EYFVSPTL TLLFALMMSLPALEN KKESGIDDMEN
E 3 1408 YYFFT EYFVSPTL TLLFAIMMSLEALFN KKESGIDDMFN
R_n Navl.d 1392 HYYFT QKYFVSPTL TLLFAIMMSLEALFN KKESGIDDMFN
* *kk * % k% & * * * * *%*

P a 1528 FETFGNSIICLFEITTSAGWDGLINPILNSGPPDCDPHIENPGTAVQGNCGNPAT ENFNVATEESGEPLCE DDFEMFYE TWEKF DPDAT QFTAY S
P a 1528 FETFGNST ICTFE ITTSAGWDGLINPTL.NSGPPDCDPH TENPGTAVQGNCGNPAT ENFNVATEESGEPLCE DDFEMFYE TWEKF DPDAT QFTAY S
o h 1495 FETFGNSIICLFEITTSAGWDGLINPILNSGEPDCDPHIENPGTAVRGNCGNEAT ENFNVATEESGEPLCE DDFEMFYE TWEKF DPDAT QFVEY S
E b 1528 FETFGNSIICLFEITTSAGWDGLINPILNSGYPDCDPHMENPGTAVRGDCGNEAT ENFNVATEESGEPLCE DDFEMFYE TWEKF DPDAT QFVEY S
2 b 1528 FETFGSSIICLFEITTSAGWDGLINPILNSGEPDCDPHIENPGTAVRGNCGNPAT ENFNVATEESAEPLCE DDFEMFYE TWEKF DPDAT QFVEY S
Am 1528 FETFGNSIICLFEITTSAGWDGLINPILNSGEPDCDPHIENPGTAVRGNCGNPAT ENFNVATEESAEPLCE DDFEMFYE TWEKF DPDAT QFVEY S
c £ 1528 FETFGNSIICLFEITTSAGWDGLLNPILNSGAPDCDPHMENPGTAVRGNCGNPATL ENFNVATEESGEPLCE DDFEMFYE TWEKF DPDAT QFVEY S
E J 1528 FETFGNSIICLFEITTSAGWDGLINPILNHSPPDCDPHVENPGTAFRGNCGNEGI ENFNVATEESGEPLCE DDFEMFYE TWEKF DPDAT QFVEY S
R_n Navl.4 1512 FETEGNSIICLFEITTSAGWDGLINPILNSGPPDCDPTLENPGTNVRGDCGNE ST ENFNVATEESSEPLSE DDFEMFYE TWEKF DPDAT QFIDY S

* * * * * * * k& * * * * * * *
P a 1648 RMSDFVDTLQDPLRIQKPNKIKLITLDLPMVVGDKIHCLDILFALTKE VLG DS GEMDA LKA SMEEK FMAAN PSKVS YEPIT TTLKRKQEEVCATKI QRA FRRHLLKRSVKHASY IYRHSK
P al 1648 RMSDFVDTLQDPLRIQKPNKIKLITLDLPMVVGDKIHCLDILFALTKE VLGDS GEMDA LKA SMEEK FEMAAN PSKVS YEPIT TTLKRKQEEV CATKI QRA FRRHLLKRSVKHASY IYRHSK
o h 1615 RMSDFVDTILQDPLRT PKPNK TKLVTLDL PMVVGDK THCT.DT LFALTKE VI.G DS GEMDA TKA SMEEK FMAAN PSKVS YEPTT TTTKRKQEEVCAT KT QRA FRRHL TKRSVKHASYVYRHSK
E b 1648 RMSDFVDTLQDPLRI PKPNK IKLVT LDLPMVIGDK IHC LDILFALT KE VLG DS GEMDA LKA SMEEK FMARN PSKVS YEPIT TTLKRKQEEV CAT KI QRA FRRHL LKRSVKHASY VYRHS Q
2 b 1648 RMSDFVDTLQDPLRI PKPNKIKLITLDLPMVVGDKIHCLDILFALTKE VLG DS GEMDA LKA SMEEK FMAAN PSKVS YEPIT TTLKRKQEEVCATKI QRA FRRHL LKRSVKHASY VYRHSK
A m 1648 RMSDFVDTLQDPLRI PKPNKIKLITLDLPMVVGDKIHCLDILFALTKE VLGDS GEMDA LKA SMEEK FEMAAN PSKVS YEPIT TTLKRKQEEV CATKI QRA FRRHL LKRSVKHASY VYRHSK
o f 1648 RMSDFVDTILQDPLRT PKPNK TKLVTLDLPMVIGDK THC DT LFALTKE VT.G DS GEMDA TKA SMEEK FMAAN PSKVS YEPTT TTTKRKQEEVCVT KT QRA FRRHLTKRSVKHASYVYRHS Q
E j 1648 RMSDFVDTLQDPLRI PKPNK IKLIT LDLPMVTGDKIHC LDILFALTKE VLG DS GEMDA LKA SMEEK FMARN PSKVS YEPIT TTMKRKQEEV CAT KIQRA FRRHL LKRSVKHASY VYRHSR
R n Navl.4 1632 RLSDFVDTLQEPLKIAKPNKIKLITLDLPMVPGDKIHCLDILFALTKEVLGDSGEMDALKQTMEEK FMAAN PSKVS YEPIT TTLKRKQEEV CAIKI QRAYRRHLLQRSVKQASYMYRHSQ

* kk *kk * % kdkkkdkkok dhodkkokkkk dk dkkkdkkok ok ok ok ok ok ok
P a 1768 DFDSAVEDPPEKEGLVADRINTAYGQYL.DDEG--ANGSQRPRSTNRFSRSSGDDA — —— ——— —— ——— —— ——— 1819
P al 1768 DFDSAVEDPPEKEGLVADRINIAYGQYLDDEG--ANGSQRPRSTNRFSRSSGDD-——————————— 1819
o h 1735 DFDSAVEDPPEKEGLVADRINSAYGQYLEDEG--TNGSQLPRT TNRFSRSNGDD - —— ————— ————— —— 1786
E b 1768 DFDSAVEEPPEKEGLVADRINSAYGQYLEDEG--TTGSQHLRS TNRFSRSSGDDA — —— ————— ————— —— 1819
2 b 1768 DFDSAVEDPPEKEGLVADRINSAFGQYLEDEG--TNGSQRPRT TNRFSRSSGDD* — —— ——— —— ——— —— —— 1819
Am 1768 DFDSAVEDPPEKEGLVADRINSAYGQYLEDEG--TNGSQRPHT TNRFSRSSGDD — —— ——— —— ——— —— —— 1819
c £ 1768 DFDSAVEEPPEKEGLVADRINSAYGQYLEDEG--TNGSQHLRS TNRFSRSSGDDA — —— ———————————— 1819
E J 1768 DFDTAVEAPPETEGLVADRISDAYGQYLDNGA--SNGTQRLHT TNRFSRSSGDDA — —— ———————————— 1819

R:n_Navl. 4 1752 DGND--DGAPEKEGLIANTMNKMYGHEKEGDGVQSQGEEEKASTEDAGPTVEPEPTSSSDTALTESPEPLEPPSSSPPQGQTVREGVEESLY 1840
Fig. 49 D. Alineamiento multiple de la estructura primaria de los Nav1.4 de las seis especies de estudio, de E. johnstonei, de R. norvegicus y de P. aurotaenia2
(secuencia tomada de la tesis Doctoral de Santiago Castano 2011), desde el residuo 1408 hasta el 1819 es las especies de estudio y 1840 en R. norvegicus. Los
segmentos transmembrana del dominio IV estdn resaltados en color verde. En color rojo estd resaltado el residuo A que conforman el filtro de selectividad DEKA.
En * se muestran los residuos variables.
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De los resultados obtenidos en este capitulo se encontraron las secuencias completas que
codifican para la subunidad a de los Navl.4 de los dendrobatidos de estudio y de la
especie control E. johnstonei, cuyos pesos moleculares son aproximadamente de 208.8
KDa (dato estimado mediante el software Geneious), valor un poco menor a 260KDa, que
es el peso molecular reportado para mamiferos (Beneski and Catterall 1980).

Las longitudes de las subunidades a encontradas presentan una longitud aproximada de
1820 residuos y la organizacion de los residuos coinciden con lo reportado por Catterall en
el 2000, es decir una estructura caracteristica con cuatro dominios homdlogos, seis
segmentos transmembrana cada dominio, donde los cuatro primeros segmentos
transmembrana forman el sensor de voltaje (S1-S4), los segmentos S4 presentan entre
cuatro y ocho residuos cargados positivamente y los otros dos segmentos (S5-56) forman
el poro del canal.

En el poro, especificamente en los segmentos S6 de los cuatro dominios se conservan el
motivo de la bisagra “GGGS” (“G” en S6DI, “G” en S6DII, “G” en S6DIIl y “S” en DIVS6) de la
compuerta de activacién del canal, los cuales brindan flexibilidad y son esenciales en la
aperturay cierre del canal (Zhao et al. 2004).

Las secuencias obtenidas muestran conservado el filtro de selectividad DEKA (Heinemann
et al. 1992) (Lipkind and Fozzard 2008), encontrado en el bucle P en las siguientes
posiciones D386 (Dominio I), E780 (Dominio Il), K1253 (Dominio Ill) y A1545 (Dominio IV).

En el bucle intracelular entre el segmento S6 del dominio lll y el segmento S1 del dominio
IV del canal, se identificé el motivo hidrofébico IFM, absolutamente conservado en sus
residuos y posiciones especificas (11319, F1320 y M1321) para todas las especies de
estudio, responsable de la inactivacidn rdpida (Vassilev, Scheuer, and Catterall 1988).

De la misma manera en este proyecto se identificaron bucles extracelulares relativamente
grandes en cada dominio, conectando los segmentos transmembrana S5 y S6 al bucle
reentrante en la membrana, bucles intracelulares conectando los cuatro dominios
homoélogos e igualmente se identificaron los extremos amino y carboxilo terminal
intracelulares(Catterall 2000)

Por lo anterior se puede sugerir que los mecanismos funcionales relacionados con los

dominios, segmentos y residuos expuestos deberian estar conservados si estos canales
son comparados con el Nav1.4 de rata.
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6.1.3. Conclusiones Capitulo |

Se encontraron siete nuevas secuencias completas que codifican para la subunidad a
de los Nav1.4 que no han sido reportadas en las bases de datos de genes.

La longitud de la secuencia del Nav1.4 de las especies E. johnstonei, E. boulengeri, A.
minutus, A. bombetes y C. fraterdanieli es de 1820 aminoacidos; de la especie P.
aurotaenia es de 1819 aminodcidos y de la especie O. histrionica es la mas corta con
1788 aminoacidos.

Las secuencias primarias completas de Navl.4 de las especies de dendrobatidos
estudiadas en este trabajo son altamente conservadas y comparten una similitud de
69,1% con la secuencia de Nav1.4 de rata (Rattus Norvegicus).

La secuencia de Navl.4 de la especie de estudio P. aurotaenia, presenta una similitud
del 100% con la secuencia de Navl.4 de P. aurotaenia2 reportada en la tesis de
doctorado de Santiago Castafio en el afio 2011, a pesar de que esta ultima fue obtenida
por la técnica de transcripcion reversa.

Cada una de las secuencias de Navl1.4 de las seis especies de estudio y de la especie
control E. johnstonei, comparten una similitud entre 73% y 74% con la secuencia de
Nav1.4 de Rattus norvegicus.

La especie control E. johnstonei, a pesar de no pertenecer a la familia Dendrobatidae a
la que pertenecen el resto de las especies de estudio, comparte una similitud entre el
90% y el 91% con las secuencias de Navl.4 obtenidas para cada uno de los
dendrobatidos.

Los cuatro dominios se encuentran altamente conservados entre las seis especies de
dendrobatidos, la especie control E. johnstonei y la especie externa R. norvegicus, con
una similitud que supera el 70%, siendo el dominio | el menos conservado de todos con
una similitud del 71,8% y el dominio Il el mas conservado con una similitud del 88,3%.
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Los segmentos transmembrana entre las seis especies de dendrobatidos, la especie
control E. johnstonei y la especie externa R. norvegicus, son altamente conservados, el
segmento S2 de los cuatros dominios presenta una similitud del 73,4%, el segmento S4
presenta una similitud del 96,6%, siendo conservado completamente en los dominios |
y 1, el segmento S5 presenta una similitud del 100% en el dominio Il y el segmento S6
que contiene residuos importantes en la unién tanto de los AL como de la BTX presenta
una similitud del 86,5%.

Los segmentos transmembrana S1, S2, S3, S5 y S6 de los cuatro dominios, de las seis
especies de dendrobatidos y de la especie control E. johnstonei, contienen
principalmente residuos hidrofébicos, mientras que el segmento transmembrana S4 de
los cuatro dominios, presentan entre cuatro y ocho residuos de Arginina (R) o Lisina (K)
(residuos con carga positiva); lo que coincide con lo reportado por otros autores.

El segmento involucrado en la inactivaciéon rapida IFM, presente en el bucle intracelular
entre el dominio Il y el dominio IV estda completamente conservado en todas las
secuencias de Navl.4 de las especies de estudio.

El filtro de selectividad DEKA esta 100% conservado, en todas las secuencias de Nav1.4
de las especies de estudio.

En los bucles intra y extracelulares de las secuencias de Navl.4 de las especies de
estudio fue donde se encontraron mayores divergencias

De los extremos, el N-terminal es el menos conservado entre las secuencias de Navl.4
de las seis especies de dendrobatidos, la especie control E. johnstonei y la especie
externa R. norvegicus, con una similitud del 51,2%, mientras que el C-terminal presenta
una similitud del 70,6%.
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6.2. CAPITULO II: Comparacion de las secuencias primarias completas, dominios y
motivos funcionales y estructurales por medio de arboles filogenéticos e identificacion
de residuos involucrados en inactivacion rdpida y lenta de los Nav1.4 de las especies de
estudio

Para cumplir con el objetivo dos, en este capitulo fueron comparadas las secuencias
primarias completas y parciales que codifican para la subunidad a de los Nav1.4 de las seis
especies de dendrobatidos, la secuencia de P. aurotaenia de la tesis doctoral de Santiago
Castaiio, la secuencia de la rana control E. johnstonei y la secuencia de la especie externa
R. norvegicus; empleando un algoritmo para la construccion de arboles filogenéticos. En
los resultados se expone el andlisis que arroja el arbol para las secuencias completas,
como también los arboles para cada uno de los cuatro dominios, los extremos carboxilo y
amino terminales, los segmentos que conforman el poro y los bucles hidrofilicos.
Igualmente se disefidé por medio de la herramienta Web Protter, una imagen de la
estructura primaria del Nav con los residuos involucrados en los estados de inactivacién
rapida e inactivacion lenta, presentes en los dominios y motivos funcionales vy
estructurales, mencionados anteriormente.

6.2.1. Arbol filogenético de la secuencia primaria completa de los Nav1.4

A continuacién, se muestra el arbol filogenético (Fig. 51) disefiado a partir del algoritmo
RAXML usando el método de Mdaxima Verosimilitud, construido con el fin de evaluar las
similitudes entre las secuencias primarias que codifican para la subunidad a de los Nav1.4
de las seis especies de dendrobatidos, la secuencia primaria de Navl1.4 de la especie
control E. johnstonei y la secuencia primaria de Nav1.4 de la especie externa R. norvegicus.
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Fig. 51 Arbol filogenético de la secuencia completa de los Nav1.4. Los nimeros son los valores de
bootstrap en porcentaje (204 repeticiones). Se muestra la familia Dendrobatidae con dos
subfamilias Colostethinae y Dendrobatinae.

En el arbol filogenético mostrado en la Fig. 51 se pueden observar dos grandes clados uno
formado por la especie externa R. norvegicus (P15390 UniProtKB) y otro formado por las
especies de estudio, este ultimo clado, se subdivide a su vez en tres clados mas; uno
formado por la especie control E. johnstonei, el otro incluye dos especies E. boulengeriy C.
fraterdanieli y el ultimo clado incluye las especies P. aurotaenia, O. histrionica, A.
bombetes y A. minutus. La robustez de los datos fue confirmada por el alto valor de
boostrap en todos los nodos del arbol.
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De la misma manera, en el arbol filogenético de la secuencia completa de Nav (Fig. 51), se
pueden observan dos subfamilias dentro de la familia Dendrobatidae, la subfamilia
Colostethinae, donde se encuentran las especies C. fraterdanieli y E. boulengeri y la
subfamilia Dendrobatinae, donde se encuentran las especies P. aurotaenia, O. histrionica,
A. bombetes y A. minutus; claramente se puede evidenciar la similitud con el clado de la
familia Dendrobatidae del arbol reportado por Grant et al. 2006, mostrado en la Fig. 52,
cabe aclarar que en este arbol no se incluye el género Andinobates que hace parte
también de la subfamilia Dendrobatinae.

Aromobatidae
Rheobates s
Anomaloglossinae
Anomaloglossus
Allobates Allobatinae
Aromobates
S Aromobatinae
Viannophryne
Colostethus
Ameerega .
o Jolostethinae
Epipedobates
Silverstoneia
Hyloxalus nyloxalinae
Phyllobates
Dendrobatidae Minyobates
Ranitomeya
Excidobates Dendrobatinae

Adelphobates
Oophaga
Dendrobates

Fig. 52 Relaciones filogenéticas entre géneros de la superfamilia Dendrobatoidea. Relaciones
basadas en mds de 1.55 millones de pares de bases de ADN mitocondrial y nuclear de 11 genes
Grant et al. (2006)(Kahn et al. 2016)

Del alineamiento obtenido y del disefio del arbol filogenético, se encontré que: Las
especies que presentan alta similitud en su secuencia completa son E. boulengeri y C.
fraterdanieli con una similitud del 97,3% y A. minutus y A. bombetes con una similitud del
98,7% y la especie que presenta mas similitud con la especie externa es C. fraterdanieli.
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6.2.2. Arboles filogenéticos y residuos involucrados en inactivacién rapida y lenta de los
cuatro dominios homologos de los Nav1.4

6.2.2.1. Arbol filogenético del dominio |

99.33 Andinobates bombetes
97,33 Andinobates minutus
95,33 Oophaga histrionica
100 [ Phyllobates aurotaenia
66,67
— Phyllobates aurotaenia2
76
—— Epipedobates boulengeri
100

Eleutherodactylus johnstonei

Colostethus fraterdanieli

Rattus norvegicus Nav1.4

0.7

Fig. 53 Arbol filogenético del dominio I de los Nav1.4. Los nimeros son los valores de bootstrap en
porcentaje (150 repeticiones).
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Del alineamiento y del arbol filogenético de la Fig. 53 se encontrd que:

- El dominio | contiene 319 residuos de aminoacidos, de los cuales 229 residuos se
encuentran conservados en las seis especies de estudio, en la especie control y la
especie externa, lo que representa una similitud del 71,8%.

- Las seis especies de dendrobatidos presentan 277 residuos conservados de los 319, es
decir una similitud del 89,4%.

- En el dominio |, se presenta una alta similitud del 78,4% entre C. fraterdanieli y la
especie externa.

- Las especies A. bombetes y A. minutus presentan una alta similitud del 98,4% en el
dominio |

- La especie que presenta mds diferencias en el dominio |, con respecto a la especie
externa es A. bombetes, con una similitud de 75,2%.
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6.2.2.2. Arbol filogenético del dominio Il

97 67 Andinobates minutus
63,18 ———— Andinobates bombetes
— Oophaga histrionica
50,5 5075 — Colostethus fraterdanieli

— Eleutherodactylus johnstonei

100

Epipedobates boulengeri

91,29 Phyllobates aurotaenia

Phyllobates aurotaenia2

Rattus norvegicus Nav1.4

0.6

Fig. 54 Arbol filogenético del dominio Il de los Nav1.4. Los niimeros son los valores de bootstrap
en porcentaje (402 repeticiones).

Del alineamiento y del arbol filogenético de la Fig. 54 se encontrd que:

- El dominio Il contiene 230 residuos, de los cuales 203 residuos se encuentran
conservados en las seis especies de estudio, en la especie control y la especie externa,
lo que representa una similitud del 88,3%.

- Las seis especies de dendrobatidos presentan 217 residuos conservados de los 230, es
decir una similitud del 94,3%.
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- En el dominio Il, se presenta una alta similitud del 93,5% entre P. aurotaenia y la
especie externa R. norvegicus.

- La especie que presenta mas diferencias en el dominio Il, con respecto a la especie
externa es A. minutus, con una similitud de 91,3%.

- A. bombetes y A. minutus presentan una alta similitud del 99,6% en el dominio Il.

- C. fraterdanieli y E. johnstonei también presentan una alta similitud del 96,1% en el
dominio II.

6.2.2.3. Residuos involucrados en inactivacion rapida y lenta en el dominio Il

En el dominio Il se han reportado dos residuos involucrados con patologias que afectan la
inactivacion lenta, presentes en el segmento transmembrana S5 y en el segmento de
unién entre el segmento S4 y S5 (residuos en color amarillo en la Fig. 55); tres residuos
involucrados con la inactivacidon rdpida, ubicados en el segmento de unién entre el
segmento S4 y S5 (residuos en color verde en la Fig. 55) y tres residuos relacionados con la
inactivacion lenta, presentes en el segmento de unidn entre el segmento S5y S6 y en el
segmento S6 (residuos en color purpura en la Fig. 55), los cuales seran discutidos mas
adelante cuando se muestren los resultados de los segmentos formadores del poro del
dominio II.
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Fig. 55 Estructura primaria de los seis segmentos transmembrana del dominio Il de P.
aurotaenia. En color amarillo se muestran los residuos involucrados con patologias que afectan la
inactivacion lenta, en color verde los residuos que estdn involucrados en la inactivacion rdpida, en
color rojo se muestra el residuo E, que conforma el filtro de selectividad DEKA y en color purpura se
sefialan los residuos involucrados en inactivacion lenta. Los residuos en color amarillo, verde, rojo y
purpura son conservados en las especies de dendrobdtidos de estudio y en la rana control E.
johnstonei, a excepcion del residuo en color purpura V773.

En la Fig. 55, en color amarillo se sefialan los residuos involucrados en dos enfermedades
hereditarias del musculo esquelético, que afectan la inactivacién lenta (Ulbricht 2005), por
un lado estd la paralisis periédica hipocalémica (HypoPP-2, por sus siglas en ingles),
trastorno caracterizado por episodios de paralisis muscular, acompafiado de una
disminucion en los niveles de potasio en sangre y por otro lado esta la paralisis periddica
hipercalémica (HyperPP, por sus siglas en ingles), trastorno caracterizado por episodios de
debilidad muscular, acompanado de un aumento en los niveles de potasio en sangre.
Algunos casos de HypoPP-2 se han asociado con la mutacién del residuo R669H ubicado
en S4 del Nav de musculo esquelético de humano, (correspondiente al residuo R688 en las
especies de dendrobdtidos y en E. johnstonei), se ha reportado por Struyk y colaboradores
en el afilo 2000 que esta mutacidon no afecta la inactivacidn rapida, pero prolonga la
recuperacién de la inactivacién lenta. Mientras que la mutacién del residuo T698M en
Navl.4 de rata (correspondiente al residuo T723 en las especies de dendrobatidos y en E.
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johnstonei) esta asociada con HyperPP, Cummins y Sigworth en 1996 reportaron que esta
mutacion lleva a una rapida recuperacion de la inactivacién lenta. Se puede observar que
en las especies de estudio no se observan estas mutaciones en ninguno de los dos
residuos, permaneciendo conservados.

Smith y Goldin en 1997 quisieron evaluar la interaccion entre el segmento de union del
segmento S4 y S5 del dominio Il y la inactivacién del canal de sodio, para ello realizaron
mutaciones en los residuos G789Q, A880Q y L881Q de Nav1.2 de rata (correspondientes a
los residuos G717, A718, L719 en las especies de dendrobdtidos y en E. johnstonei),
mostrados en color verde en la Fig. 55; encontrando que estas mutaciones inactivan de
manera mas lenta el canal; los resultados de este estudio muestran que estos tres
residuos se encuentran conservados en todas las especies de estudio.

6.2.2.4. Arbol filogenético del dominio IlI

COOM

Oophaga histrionica

97.67 Colostethus fraterdanieli

61,33

Epipedobates boulengeri

Eleutherodactylus johnstonei

60,33

100

9967 [ Phyllobates aurotaenia

Phyllobates aurotaenia2

93.67 —— Andinobates minutus

Andinobates bombetes

Rattus norvegicus Nav1.4

0.6

Fig. 56 Arbol filogenético del dominio Ill de los Nav1.4. Los nimeros son los valores de bootstrap
en porcentaje (300 repeticiones).
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Del alineamiento y del arbol filogenético de la Fig. 56 se encontrd que:

- El dominio Ill contiene 269 residuos, de los cuales 226 se encuentran conservados en
las seis especies de estudio, en la especie control y en la especie externa, lo que
representa una similitud del 84%.

- Las seis especies de dendrobatidos presentan 252 residuos conservados de los 269, es
decir una similitud del 93,7%.

- En el dominio lll, se presenta una alta similitud del 88,8% entre A. bombetes, A.
minutus y la especie externa R. norvegicus.

- La especie que presenta mas diferencias en el dominio Ill, con respecto a la especie
externa es C. fraterdanieliy O. histrionica con una similitud de 87,7%.

- E. boulengeriy C. fraterdanieli presentan una alta similitud del 99,3% en el dominio IlI.

- A. bombetes y A. minutus también presentan una alta similitud del 99,3% en el dominio
[,

6.2.2.5. Residuos involucrados en inactivacidn rapida y lenta en el dominio Il

En el dominio Ill se han reportado tres residuos involucrados en la inactivacion rapida,
presentes en el segmento de unidén entre el segmento transmembrana S4 y S5 (residuos
de color verde en la Fig. 57); dos residuos relacionados con la inactivacion lenta, presentes
en el segmento de unién entre el segmento S5 y S6 (residuos de color purpura en la Fig.
57), los cuales seran discutidos mas adelante cuando se muestren los resultados del arbol
de los segmentos formadores del poro del dominio .
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Fig. 57 Estructura primaria de los seis segmentos transmembrana del dominio Il de P.
aurotaenia. En color verde se muestran los residuos que estdn involucrados en la inactivacion
rapida, en color rojo se muestra el residuo K, que conforma el filtro de selectividad DEKA, en color
purpura se sefialan los residuos involucrados en inactivacion lenta y en color azul se muestra el
segmento de inactivacion rdpida IFM que pertenece al bucle entre DIl y DIV. Los residuos en color
verde, rojo, purpura y azul son conservados en las especies de dendrobdtidos de estudio y en la
rana control E. johnstonei, a excepcion del residuo en color verde L1163, que cambia en E.
johnstonei por V1163.

Smith y Goldin en 1997 también evaluaron la interaccidn entre el segmento de unidn del
segmento S4 y S5 del dominio Il y la inactivacién del Nav, por medio de mutaciones en los
residuos A1329Q, L1330Q y L1331Q de Navl.2 de rata (correspondientes a los residuos
A1161, L1162 y L1163 en las especies de dendrobatidos y en E. johnstonei, esta Ultima
especie presenta un cambio por una Valina (V) en la posicién 1163), sefialados en color
verde en la Fig. 57, encontrando que estas mutaciones inactivan de manera mas lenta el
canal, con un efecto mayor al observado en las mutaciones de los residuos en el segmento
de unién entre el segmento S4 y S5 del dominio Il, discutidas anteriormente. Segun los
resultados de este proyecto, se presenta solo un cambio en los tres residuos y en solo una
especie; sin embargo, cabe aclarar que el cambio es de una L1163 por una V1163, dos
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residuos con caracteristicas hidrofdbicas y en las mutaciones realizadas por Smith y Goldin
el cambio fue por un aminodcido con caracteristicas polares.

La Alanina (A) en la posicidon 1329 (residuo A1161 en las especies de estudio), se conserva
en los canales de sodio de vertebrados e invertebrados, a excepcidn sélo del canal de
sodio de medusa(Goldin 1995), este alto nivel de conservacién es consistente con el papel
critico en algunos aspectos de la funcién normal del canal de Na* como la inactivacién
rapida. El residuo A1329 interactia con F1489 (residuo presente en el segmento de
inactivacion IFM) a través de interaccion hidrofdbica; si estos dos residuos presentaran
cargas opuestas, podrian inactivarse parcialmente a través de interacciones electrostaticas
y se removera casi completamente la inactivacidn; estos resultados validan el modelo de
“ball and chain” para la inactivacién(Smith and Goldin 1997).

6.2.2.6. Arbol filogenético del dominio IV
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Fig. 58 Arbol filogenético del dominio IV de los Nav1.4. Los niimeros son los valores de bootstrap
en porcentaje (204 repeticiones).
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Del alineamiento y del arbol filogenético de la Fig. 58 se encontrd que:

- El dominio IV contiene 250 residuos, de los cuales 207 se encuentran conservados en
las seis especies de estudio, en la especie control y en la especie externa, lo que
representa una similitud del 82,8%.

- Las seis especies de dendrobatidos presentan 236 residuos conservados de los 250, es
decir una similitud del 94,4%.

- En el dominio IV, se presenta una alta similitud del 87,6% entre C. fraterdanieli, O.
histrionica y la especie externa R. norvegicus.

- La especie que presenta mas diferencias en el dominio IV, con respecto a la especie
externa es P. aurotaenia y A. bombetes con una similitud de 86,4%.

- A. bombetes, O. histrionica y A. minutus presentan una alta similitud del 98,8% en el
dominio IV.

- C. fraterdanieli y E. boulengeri también presentan una alta similitud del 97,6% en el
dominio IV.

6.2.2.7. Residuos involucrados en inactivacidn rapida y lenta en el dominio IV

En el dominio IV se han reportado ocho residuos relacionados con la inactivacion rapida,
presentes en el segmento S4, en el segmento de unidon entre el segmento S4 y S5y en el
segmento S6 (residuos en color verde en la Fig. 59); dos residuos involucrados en
patologias que afectan la inactivacién lenta, ubicados en el segmento S4 y el segmento S6
(residuos de color amarillo en la Fig. 59); un residuo ubicado en el segmento de union
entre el segmento S5 y S6 involucrado con la inactivacién lenta (residuo de color purpura
en la Fig. 59) y un residuo ubicado en el segmento S6 implicado en el sitio de union de BTX
(residuo de color naranja en la Fig. 59). Los residuos ubicados en el segmento S5, bucle Py
en el segmento S6 seran discutidos mas adelante cuando se muestren los resultados de
los segmentos formadores del poro del dominio IV.
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Fig. 59 Estructura primaria de los seis segmentos transmembrana del dominio IV de P.
aurotaenia. En color verde se muestran los residuos que estdn involucrados en la inactivacion
rapida, en color rojo se muestra el residuo A, que conforma el filtro de selectividad DEKA, en color
purpura se sefialan el residuo involucrado en inactivacion lenta, en color amarillo se muestran los
residuos involucrados con patologias que afectan la inactivacion lenta y en color naranja se
muestra un residuo involucrado con la accion de BTX. Los residuos en color verde, rojo, purpura y
amarillo son conservados en las especies de dendrobdtidos de estudio y en la rana control E.
johnstonei. El residuo en color naranja 11599 solo estd presente en P. aurotaenia en las otras
especies de estudio este residuo cambia por una V(Valina).

Mitrovic y colaboradores en el 2000 evaluaron la funcién del dominio IV en la inactivacién
lenta del canal de sodio y encontraron que las cargas positivas en el segmento S4 de este
dominio juegan un papel importante en este tipo de inactivacidn, también encontraron
que la sustitucion por Cisteina (C) del residuo R1454 en musculo esquelético de humano
(correspondiente al residuo R1463 en las especies de dendrobdtidos y en E. johnstonei,
residuo color verde en la Fig. 59), produce una marcada disminucién de la velocidad de
inactivacion rdpida. El resultado del estudio realizado por Mitrovic y colaboradores
plantea que es probable que exista una interaccion entre la inactivacion rapida y lenta en
D4S4. En los resultados de este proyecto se observa que este segmento estd altamente
conservado en todas las especies de estudio incluyendo la especie control E. johnstonei.
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Al evaluar la funcién del segmento de unién entre el segmento S4 y S5 del dominio IV en
la inactivacidon rdpida en el Navl.4 de humano, Lerche y colaboradores en 1997,
encontraron que las mutaciones en F1473C, M1476C y A1481C (correspondientes a los
residuos F1482, M1485 y A1490 en las especies de dendrobatidos y en E. johnstonei,
residuos de color verde en la Fig. 59), disminuian la cinética de inactivacion rapida. Los tres
residuos que han sido considerados como un posible receptor para la particula de
inactivacion rapida, permanecen conservados en todas las especies de estudio.

La enfermedad Paramyotonia congénita (PMC) es un trastorno neuromuscular
caracterizado por miotonia que empeora con el ejercicio y puede ser inducida por
temperaturas frias, este trastorno es causado por mutaciones en el Nav de musculo
esquelético, especificamente en el residuo R1441 (correspondiente al residuo R1457 en
las especies de dendrobatidos y en E. johnstonei, mostrado de color amarillo en la Fig. 59),
Featherstone y colaboradores en 1998, encontraron que la mutacién en este residuo por
Prolina (P) o por Cisteina (C) en Nav1.4 de rata afectaba la inactivacién lenta, sin embargo
se puede observar que este residuo esta conservado en todas las especies de estudio.
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6.2.3. Arboles filogenéticos y prediccion de estructura secundaria de los extremo amino
y carboxilo terminal de los Nav1.4

6.2.3.1. Arbol filogenético del extremo amino terminal
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Fig. 60 Arbol filogenético del extremo amino terminal de los Nav1.4. Los nimeros son los valores
de bootstrap en porcentaje (402 repeticiones).
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Del alineamiento y del arbol filogenético de la Fig. 60 se encontrd que:

- El extremo amino terminal contiene 127 residuos, de los cuales solo 65 se encuentran
conservados en las seis especies de estudio, en la especie control y en la especie
externa, lo que representa una similitud del 51,2%.

- Las seis especies de dendrobatidos presentan 103 residuos conservados de los 127, es
decir una similitud del 85,1%.

- La especie E. johnstonei es la que presenta mayor similitud en el extremo amino
terminal, con la especie externa R. norvegicus, con una similitud del 61,4%.

- La especie que presenta mds diferencias en el extremo amino terminal, con respecto a
la especie externa es A. minutus con una similitud de 59,1%.

- A. bombetes y A. minutus presentan una alta similitud del 97,5% en el extremo amino
terminal.

- P. aurotaenia y E. boulengeri también presentan una alta similitud del 95% en el
extremo amino terminal.

6.2.3.2. Prediccion de la estructura secundaria del extremo amino terminal

El extremo N-terminal es el menos conservado de los dos extremos en cuanto a estructura
primaria, como se mencioné anteriormente en el arbol filogenético, por tanto se realiz
una prediccion de su estructura secundaria con el servidor CFSSP (Chou and Fasman
Secondary Structure Prediction server(T. Kumar 2013)), y el resultado se observa en la Fig.
61.
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Fig. 61 Prediccion de estructura secundaria del extremo N-terminal de las especies de estudio
realizada con el servidor CFSSP. En rojo se observan las hélices alfa, en verde las hojas beta, en
azul los giros y en amarillo los espirales. Los numeros indican la posicion de cada uno de los
residuos. P_a: P. aurotaenia, O_h: O. histrionica, E_b: E. boulengeri, A_b: A. bombetes, A_m: A.
minutus, C_f: C. fraterdanieli, E_j: E. johnstonei y R_n: R. norvegicus.
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En la prediccion de estructura secundaria del extremo N-terminal (Fig. 61) se encontrd que
la proporcidon de hélices alfa en las especies de dendrobatidos, en la especie control E.
johnstonei y en la especie externa R. norvegicus es aproximadamente igual, sin embargo la
distribucién de estas hélices alfa no es la misma entre las especies de dendrobatidos,
incluida la especie control y la especie externa. La especie externa es la que presenta
menos proporcidon de hojas beta. A pesar de que las especies de dendrobdtidos y la
especie control presentan gran similitud en la estructura secundaria del extremo N-
terminal, se puede observar que P. aurotaenia difiere un poco en algunas partes como por
ejemplo al inicio y al final de esta region.

6.2.3.3. Arbol filogenético del extremo carboxilo terminal
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Fig. 62 Arbol filogenético del extremo carboxilo terminal de los Nav1.4. Los nimeros son los
valores de bootstrap en porcentaje (402 repeticiones).
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Del alineamiento y del arbol filogenético de la Fig. 62 se encontrd que:

- El extremo carboxilo terminal contiene 214 residuos, de los cuales 151 se encuentran
conservados en las seis especies de estudio, en la especie control y en la especie
externa, lo que representa una similitud del 70,6%.

- Las seis especies de dendrobatidos presentan 192 residuos conservados de los 214, es
decir una similitud del 90,6%.

- La especie P. aurotaenia es la que presenta mayor similitud en el extremo carboxilo
terminal, con la especie externa R. norvegicus, con una similitud del 74,8%.

- La especie que presenta mas diferencias en el extremo carboxilo terminal, con respecto
a la especie externa es E. johnstonei con una similitud de 72,4%.

- A. bombetes y A. minutus presentan una alta similitud del 99,1% en el extremo
carboxilo terminal; al igual que C. fraterdanieliy E. boulengeri.

6.2.3.4. Prediccion de la estructura secundaria del extremo carboxilo terminal

Se ha determinado que el dominio DIV y/o el extremo C-terminal de la subunidad a de los
Nav son los responsables de las diferencias en la cinética entre el canal de sodio de
corazén (Navl.5) y de musculo esquelético de humanos (Nav1.4), donde la inactivaciéon
rapida y la recuperacion de la inactivacion lenta toma mds tiempo para el Nav1.5 que para
el Nav1l.4 y que quizas esta regidn podria estar involucrada con la inactivacién rapida de
los Nav junto con el segmento de inactivacion IFM (Deschénes, Trottier, and Chahine
2001). A partir de lo anterior, surgio la inquietud de determinar si existen diferencias en la
estructura secundaria de esta regidon entre las especies de estudio incluida la especie
control E. johnstonei y la especie externa R. norvegicus, por esta razén se realizd, como se
observa en la Fig. 63 una prediccion de la estructura secundaria de esta region con el
servidor CFSSP (Chou and Fasman Secondary Structure Prediction server(T. Kumar 2013)).
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Fig. 63 Prediccion de estructura secundaria del extremo C-terminal de las especies de estudio
realizada con el servidor CFSSP. En rojo se observan las hélices alfa, en verde las hojas beta, en
azul los giros y en amarillo los espirales. Los numeros indican la posicion de cada uno de los
residuos. P_a: P. aurotaenia, O_h: O. histrionica, E_b: E. boulengeri, A_b: A. bombetes, A_m: A.
minutus, C_f: C. fraterdanieli, E_j: E. johnstonei y R_n: R. norvegicus.

De la prediccién de la estructura secundaria del extremo C-terminal se encontré por un
lado que existe mayor proporcién de hélices alfa en el extremo C-terminal de las especies
de estudio que en el extremo C-terminal de la especie externa R. norvegicus y por otro
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lado P. aurotaenia presenta una mayor proporcidn de espirales y ausencia de hojas beta
en los ultimos 12 residuos, comparado con la proporcién de estas dos estructuras en las
otras especies. Se plantea la hipdtesis de que quizas estos hallazgos puedan estar
vinculados con la relacion de esta regién con la inactivacidn rapida del canal dado que
podria ser una zona que interactla con el segmento IFM. Sin embargo, para corroborar
esta hipdtesis es necesario realizar experimentos funcionales posiblemente evidenciados
con mutacién sitio-dirigida y quimerizacién intercambiando segmentos con otros de los
canales.

6.2.4. Arboles filogenéticos, prediccion de estructura secundaria y residuos
involucrados en inactivacidon rapida y lenta de los bucles que unen cada uno de los
dominios de los Nav1.4

6.2.4.1. Arbol filogenético del bucle entre el dominio Iy Il
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Fig. 64 Arbol filogenético del bucle entre dominio I y Il de los Nav1.4. Los nimeros son los valores
de bootstrap en porcentaje (204 repeticiones).

107



Del alineamiento y del arbol filogenético de la Fig. 64 se encontrd que:

- El bucle entre el dominio | y Il contiene 160 residuos, de los cuales sélo 53 se
encuentran conservados en las seis especies de estudio, en la especie control y en la
especie externa, lo que representa una similitud del 33,1%.

- Las seis especies de dendrobatidos presentan 136 residuos conservados de los 160 del
bucle entre el dominio | y Il, es decir una similitud del 85%.

- La especie E. johnstonei es la que presenta mayor similitud en el bucle entre el dominio
Iy Il terminal, con la especie externa R. norvegicus, con una similitud del 39,4%.

- Las especies E. boulengeri y A. bombetes son las que presentan mas diferencias en el
bucle entre el dominio | y Il, con respecto a la especie externa con una similitud de
37,5%.

- O. histrionica, A. bombetes y A. minutus presentan una alta similitud del 95% en el
bucle entre el dominio | y II.

- C. fraterdanieli y E. johnstonei también presentan una alta similitud del 84,4% en el
bucle entre el dominio | y II.

6.2.4.2. Prediccion de la estructura secundaria del bucle entre el dominio l y Il

El bucle entre el dominio | y Il es poco conservado entre las especies de estudio y la
especie externa R. norvegicus, como se pudo observar en el arbol filogenético mostrado
anteriormente. Por tanto se realizd una prediccion de su estructura secundaria con el
servidor CFSSP (Chou and Fasman Secondary Structure Prediction server(T. Kumar 2013)),
como se observa en la Fig. 65.
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Fig. 65 Prediccion de estructura secundaria del bucle entre el dominio I y Il de las especies de
estudio realizada con el servidor CFSSP. En rojo se observan las hélices alfa, en verde las hojas
beta, en azul los giros y en amarillo los espirales. Los numeros indican la posicion de cada uno de
los residuos. P_a: P. aurotaenia, O_h: O. histrionica, E_b: E. boulengeri, A_b: A. bombetes, A m: A.
minutus, C_f: C. fraterdanieli, E_j: E. johnstonei y R_n: R. norvegicus.
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En la prediccidon de la estructura secundaria del bucle entre el dominio | y Il (Fig. 65) se
encontré que las seis especies de dendrobatidos comparten una alta similitud en su
estructura secundaria, mientras que la especie control E. johnstonei difiere de las especies
de dendrobdtidos principalmente en la parte central del bucle entre el dominio | y Il. De
igual manera se puede observar que la estructura secundaria de este bucle en la especie
externa R. norvegicus difiere bastante (desde aproximadamente el residuo 50, donde hay
mas proporcion de espirales) de la estructura secundaria presente en las especies de
estudio incluida la especie control E. johnstonei, siendo el bucle de la especie externa un
poco mas corto comparado con las especies de estudio.

6.2.4.3. Arbol filogenético del bucle entre el dominio Il y lI

i e A

/

COOM

50 ——  Colostethus fraterdanieli

Epipedobates boulengeri

64,18 100 — Phyllobates aurotaenia

Phyllobates aurotaenia2

100 Eleutherodactylus johnstonei

86.07 Andinobates minutus

53,98 ——— Andinobates bombetes

Oophaga histrionica

Rattus norvegicus Nav1.4

0.6

Fig. 66 Arbol filogenético del bucle entre dominio Il y Ill de los Nav1.4. Los nimeros son los
valores de bootstrap en porcentaje (402 repeticiones).
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Del alineamiento y del arbol filogenético de la Fig. 66 se encontrd que:

- El bucle entre el dominio Il y Il contiene 215 residuos, de los cuales 100 se encuentran
conservados en las seis especies de estudio, en la especie control y en la especie
externa, lo que representa una similitud del 44,1%.

- Las seis especies de dendrobatidos presentan 185 residuos conservados de los 215 del
bucle entre el dominio Il y Ill, es decir una similitud del 86%.

- La especie O. histrionica es la que presenta mayor similitud en el bucle entre el dominio
[I'y Ill, con la especie externa R. norvegicus, con una similitud del 49,3%.

- La especie C. fraterdanieli es la que presenta mas diferencias en el bucle entre el
dominio Il y Ill, con respecto a la especie externa, con una similitud de 48%.

- C. fraterdanieli y E. boulengeri presentan una alta similitud del 96,7% en el bucle entre
el dominio Il y IlI.

- A. minutus y A. bombetes también presentan una alta similitud del 97,7% en el bucle
entre el dominio Il y III.

6.2.4.4. Prediccion de la estructura secundaria del bucle entre el dominio Il y llI

El bucle entre el dominio Il y Il presenta un porcentaje bajo de similitud de
aproximadamente el 44%, entre las especies de estudio y la especie externa R. norvegicus,
como se pudo observar en el arbol filogenético mostrado anteriormente. Por tanto se
realizé una prediccion de su estructura secundaria con el servidor CFSSP (Chou and
Fasman Secondary Structure Prediction server(T. Kumar 2013)) como se observa en la Fig.
67.
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Fig. 67 Prediccion de estructura secundaria del bucle entre el dominio Il y Ill de las especies de
estudio realizada con el servidor CFSSP. En rojo se observan las hélices alfa, en verde las hojas
beta, en azul los giros y en amarillo los espirales. Los numeros indican la posicion de cada uno de
los residuos. P_a: P. aurotaenia, O_h: O. histrionica, E_b: E. boulengeri, A_b: A. bombetes, A_m: A.
minutus, C_f: C. fraterdanieli, E_j: E. johnstoneiy R_n: R. norvegicus.
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De la prediccion de la estructura secundaria del bucle entre el dominio Il y Ill (Fig. 67)Fig.
65 se encontré que las seis especies de dendrobdtidos incluso la especie control E.
johnstonei comparten una alta similitud en su estructura secundaria, la especie control
presenta solo una pequefia diferencia entre aproximadamente el residuo 125 y 150;
mientras que si se comparan las especies de estudio con la especie externa R. norvegicus
se observa que sus estructuras secundarias difieren ampliamente, donde el bucle de la
especie externa es un poco mas largo si es comparado con las especies de estudio.
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6.2.4.5. Arbol filogenético del bucle entre el dominio lll y IV
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Fig. 68 Arbol filogenético del bucle entre dominio Ill y IV de los Nav1.4. Los nimeros son los
valores de bootstrap en porcentaje (204 repeticiones).

Del alineamiento y del arbol filogenético de Fig. 68 se encontré que:

- El arbol muestra robustez de los datos, por el alto valor de Bootstrap obtenido en cada
uno de los nodos.

- El bucle entre el dominio lll y IV contiene 53 residuos, de los cuales 47 se encuentran
conservados en las seis especies de estudio, en la especie control y en la especie
externa, lo que representa una similitud del 88,7%.

- El bucle entre el dominio Ill y IV se encuentra completamente conservado en las seis
especies de dendrobatidos.
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- Las seis especies de dendrobdtidos presentan una alta similitud en el bucle entre el
dominio lll y IV, con la especie externa R. norvegicus, con una similitud del 90,6%.

- La especie E. johnstonei es la que presenta mas diferencias en el bucle entre el dominio
lll'y IV, con respecto a la especie externa, con una similitud de 88,7%.

6.2.4.6. Prediccion de la estructura secundaria del bucle entre el dominio lll y IV

La prediccidn de la estructura secundaria del bucle entre el dominio lll y IV realizada con el
servidor CFSSP (Chou and Fasman Secondary Structure Prediction server(T. Kumar 2013)),
se muestra en la Fig. 69.
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Fig. 69 Prediccion de estructura secundaria del bucle entre el dominio Ill y 1V de las especies de
estudio realizada con el servidor CFSSP. En rojo se observan las hélices alfa, en verde las hojas
beta, en azul los giros y en amarillo los espirales. Los numeros indican la posicion de cada uno de
los residuos. P_a: P. aurotaenia, O_h: O. histrionica, E_b: E. boulengeri, A_b: A. bombetes, A m: A.
minutus, C_f: C. fraterdanieli, E_j: E. johnstoneiy R_n: R. norvegicus.

La estructura secundaria (Fig. 69) al igual que la primaria se conserva en todas las especies
de estudio, incluida la especie control E. johnstonei. Sin embargo, al comparar las especies
de estudio incluyendo la especie control con la especie externa R. norvegicus, la estructura
secundaria del bucle entre el dominio lll y IV es algo diferente, aproximadamente desde el
residuo 37, donde se observa una mayor proporcién de hélices alfa. A pesar de esa
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pequeiia variacion, las especies de estudio comparten una alta similitud en la estructura
secundaria de esta regién comparadas con la especie externa.

6.2.4.7. Residuos involucrados en inactivacion rapida y lenta en el bucle entre el
dominio llly IV

En el bucle entre el dominio Ill y IV se han reportado siete residuos involucrados con la
inactivacion rapida (residuos en color verde en la Fig. 70), a diferencia del ya muy conocido
segmento de inactivacion rapida IFM (residuos en color azul en la Fig. 70). También se han
reportado tres residuos involucrados con la inactivacién lenta (residuos en color purpura
en la Fig. 70).

Fig. 70 Estructura primaria del bucle entre el dominio Ill y IV de P. aurotaenia. En color verde se
muestran los residuos involucrados en inactivacion rdpida, en color purpura los residuos que estdn
involucrados con inactivacion lenta y en azul el segmento de inactivacion rdpida IFM. Los residuos
en color verde, purpura y azul son conservados en las especies de dendrobdtidos de estudio y en la
rana control E. johnstonei.
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Experimentos en Nav1.4 de rata han revelado que la carga de los residuos cerca al motivo
IFM juegan un papel importante en la cinética de inactivacién rdpida, por ejemplo, al
realizar reduccidén en la carga positiva de los residuos K1317N y K1318N (correspondientes
a los residuos K1333 y K1334 en las especies de dendrobatidos y en E. johnstonei,
mostrados en color verde en la Fig. 70), causa una aceleracion en la cinética de
inactivacion rapida en ausencia de la subunidad B (J. Miller et al. 2000). Se observa que
estos dos residuos estan conservados en todas las especies de estudio.

Mutaciones en los residuos G1484, G1485, P1512, P1514 y P1516 en Navl.2 de rata
(correspondientes a los residuos G1315, G1316, P1343, P1345 y P1347 en las especies de
dendrobatidos y en E. johnstonei, mostrados en color verde en la Fig. 70) ralentizan el
curso temporal de la inactivacidon rapida (Kellenberger et al. 1997); sin embargo, se
observa que estos cinco residuos permanecen conservados en las especies de
dendrobatidos de estudio e incluso en la especie control E. johnstonei.

McCollum y colaboradores en 2003, realizaron sustituciones de carga y neutralizaciones
de los residuos cargados negativamente D1309Q, E1314 y E1315 (correspondientes a los
residuos D1318, E1323 y E1324 en las especies de dendrobatidos y en E. johsntonei,
sefialadas en color purpura en la Fig. 70) que rodean el motivo IFM en el bucle entre DIl y
DIV del Nav de musculo esquelético de humano y encontraron que estos residuos podrian
estar interactuando con estructuras que controlan la inactivacidn lenta. Nuestras especies
de estudio conservan estos tres residuos.
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6.2.5. Arboles filogenéticos y residuos involucrados en inactivacién rapida y lenta de los
segmentos formadores del poro en cada uno de los dominios de los Nav1.4

6.2.5.1. Arbol filogenético del segmento S5, del bucle P y del segmento S6 del dominio |
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Fig. 71 Arbol filogenético del segmento S5, bucle P y del segmento S6 del dominio I de los
Nav1.4. Los numeros son los valores de bootstrap en porcentaje (402 repeticiones).
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Del alineamiento y del arbol filogenético de la Fig. 71 se encontrd que:

- El segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio | contienen 191 residuos, de
los cuales 124 se encuentran conservados en las seis especies de estudio, en la especie
control y la especie externa, lo que representa una similitud del 64,9%.

- Las seis especies de dendrobatidos presentan 160 residuos conservados de los 191 del
segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio |, es decir una similitud del
87,9%.

- La especie C. fraterdanieli presentan una alta similitud en el segmento S5, el bucle P y
el segmento S6 del dominio |, con la especie externa R. norvegicus, con un valor de
72,3%.

- La especie E. johnstonei es la que presenta mas diferencias en el segmento S5, el bucle
P y el segmento S6 del dominio |, con respecto a la especie externa, con una similitud
de 69,1%.

- Las especies A. minutus, A. bombetes y O. histrionica presentan una alta similitud del
96,2% en el segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio I.

6.2.5.2. Residuos involucrados en inactivacion lenta en el segmento S5, el bucle P y el
segmento S6 del dominio |

Zhang y colaboradores en 2003, reportaron dos residuos involucrados en la inactivacion
lenta, presentes en el bucle P entre el segmento S5 y S6 del dominio |, sefialados en color
purpura en la Fig. 72.
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Fig. 72 Estructura primaria del segmento S5, bucle P y S6 del dominio | de P. aurotaenia. En color
rojo se muestra el residuo D, que conforma el filtro de selectividad DEKA, en color purpura se
sefialan los residuos involucrados en inactivacion lenta y en color azul celeste residuo relacionado
con resistencia a alcaloides en dendrobdtidos. Los residuos en color rojo, en color purpura son
conservados en las especies de dendrobdtidos de estudio y en la rana control E. johnstonei. El
residuo en color azul celeste D431 se conserva en todas las especies de estudio, excepto en las
especies C. fraterdanieli y E. johnstonei.

En el estudio de Zhang y colaboradores se menciona que en ausencia de la subunidad B1
en el Navl.4 de rata, la mutante W402C (corresponde al residuo W388 en las especies de
estudio de dendrobatidos y en E. johnstonei) elimina la inactivacion lenta, mientras que la
mutacion del residuo adyacente E403C o E403R (corresponde al residuo E289 en las
especies de dendrobatidos y en E. johnstonei), parece favorecer la entrada en el estado de
inactivacién lenta. Sin embargo, el resultado de este proyecto muestra que estos residuos
se encuentran completamente conservados en las especies de estudio.

El reemplazo en el residuo D431 (A445 Navl.4 de rata) mostrado en color azul celeste en
la Fig. 72 encontrado en todas las especies de dendrobatidos de estudio excepto en C.
fraterdanieli y en la especie control E. johnstonei, ha sido reportado como residuo
relacionado con la resistencia a alcaloides como BTX, HTX y PTX en Navl.4 de
dendrobatidos.(Tarvin et al. 2016).
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No han sido reportados residuos involucrados con la inactivacién rapida en el segmento
S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio I.

6.2.5.3. Arbol filogenético del segmento S5, del bucle P y del segmento S6 del dominio Il
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Fig. 73 Arbol filogenético del segmento S5, bucle P y del segmento S6 del dominio Il de los
Nav1.4. Los numeros son los valores de bootstrap en porcentaje (204 repeticiones).
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Del alineamiento y del arbol filogenético de la Fig. 73 se encontrd que:

- El segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio Il contienen 98 residuos de
aminodacidos, de los cuales 89 residuos se encuentran conservados en las seis especies
de estudio, en la especie control y en la especie externa, lo que representa una
similitud del 90,8%.

- Las seis especies de dendrobatidos presentan 91 residuos conservados de los 98 del
segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio Il, es decir una similitud del
92,9%.

- La especie O. histrionica presentan una alta similitud en el segmento S5, el bucle P y el
segmento S6 del dominio Il, con la especie externa R. norvegicus, con un valor de
95,9%.

- La especie E. johnstonei es la que presenta mas diferencias en el segmento S5, el bucle
P y el segmento S6 del dominio I, con respecto a la especie externa, con una similitud
de 92,9%.

- El segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio Il, se encuentra
completamente conservado entre las especies A. minutus y A. bombetes; al igual que
entre las especies P. aurotaenia y E. boulengeri.

- El segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio Il, se encuentra altamente
conservado entre las especies C. fraterdanieli y E. johnstonei, con una similitud del 98%.

6.2.5.4. Residuos involucrados en inactivacion lenta en el segmento S5, el bucle P y el
segmento S6 del dominio Il

En los segmentos formadores del poro del dominio Il, se han reportado tres residuos
involucrados con la inactivacién lenta, dos de ellos presentes en el bucle P y el otro
residuo presente en el S6, sefalados en color purpura en la Fig. 74.
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Fig. 74 Estructura primaria del segmento S5, bucle P y S6 del dominio Il de P. aurotaenia. En color
rojo se muestra el residuo E, que conforma el filtro de selectividad DEKA, en color purpura se
sefialan los residuos involucrados en inactivacion lenta. Los residuos en color rojo y purpura son
conservados en las especies de dendrobdtidos de estudio y en la rana control E. johnstonei, a
excepcion del residuo en color purpura V773.

Uno de los residuos presente en el bucle P, es el E758 en Nav1.4 de rata (correspondiente
al residuo E783 en las especies de dendrobatidos y en E. johnstonei Fig. 74), el cual hace
parte del anillo externo de cargas, junto con E403 en el dominio |, D1241 en el dominio llI
y D1532 en el dominio IV, residuos que se localizan a tres y cuatro residuos del filtro de
selectividad DEKA. Se cree que la inactivacion lenta en el canal de sodio esta asociada con
una reorganizacidén estructural de este anillo externo, segun lo reportado por Xiong y
colaboradores en el 2003.

En el 2001 Vilin, Fujimoto y Ruben, encontraron que en el segmento de unién entre el
segmento S5 y S6 del dominio Il, existe un solo residuo que diferencia la inactivacion lenta
del Nav de musculo esquelético de humano (hNav1.4), de la inactivacion lenta del Nav de
corazén de humano (hNav1.5), en hNavl.4 el residuo es V754, mientras que en hNav1.5
es el 1891. La inactivacion lenta en hNav1.4 ocurre con una mayor probabilidad que en
hNav1.5. En este estudio realizaron la sustitucién de V754 en hNavl.4 por la Isoleucina (l)
de hNavl.5 y encontraron que disminuye significativamente la probabilidad de
inactivacion lenta de un 80% a un 50%. En las especies de estudio este residuo
corresponde al 773, de color purpura en la Fig. 74, sin embargo, no todas las especies de
estudio presentan el mismo aminodcido, en especies como P. aurotaenia, E. boulengeri, C.
fraterdanieliy en E. johnstonei, corresponde al residuo V773, mientras que en las especies
O. histrionica, A. bombetes y A. minutus corresponde al residuo 1773. De acuerdo con lo
anterior, se podria inferir que las especies P. aurotaenia, E. boulengeri, C. fraterdanieli y
en E. johnstonei presentan una mayor probabilidad de presentar inactivacidon lenta
comparada con las especies O. histrionica, A. bombetes y A. minutus.
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O’Reilly y colaboradores en el afio 2001 evaluaron el efecto del segmento transmembrana
S6 del dominio Il en la inactivacion lenta del Nav1.4 de rata, para cumplir con su objetivo
realizaron sustituciones de varios aminodacidos en la posicion V787 ubicado en S6DII,
(correspondiente al residuo V812 en todas las especies de dendrobatidos de estudio y en
la especie control E. johnstonei Fig. 74); encontraron que la sustitucion V787K entra en el
estado de inactivacidn lenta 100 veces mas rapido que la variante natural, mientras que la
sustitucion V787C muestra una resistencia al estado de inactivacion lenta, efecto opuesto
al observado por la sustitucion V787K. En todas las especies de estudio de dendrobatidos
e incluso en la especie control E. johnstonei este residuo permanece conservado.

No han sido reportados residuos involucrados con inactivacién rapida en los segmentos
formadores del poro del dominio Il.
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6.2.5.5. Arbol filogenético del segmento S5, del bucle P y del segmento S6 del dominio
]
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Fig. 75 Arbol filogenético del segmento S5, bucle P y del segmento S6 del dominio Ill de los
Nav1.4. Los numeros son los valores de bootstrap en porcentaje (450 repeticiones).
Del alineamiento y del arbol filogenético de la Fig. 75 se encontrd que:

- El segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio Ill contienen 133 residuos, de
los cuales 108 se encuentran conservados en las seis especies de estudio, en la especie
control y en la especie externa, lo que representa una similitud del 81,2%.

- Las seis especies de dendrobétidos presentan 125 residuos conservados de los 133 del
segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio lll, es decir una similitud del 94%.
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- Las especies A. bombetes y A. minutus presentan una alta similitud en el segmento S5,
el bucle P y el segmento S6 del dominio lll, con la especie externa R. norvegicus, con un
valor de 85%.

- La especie O. histrionica es la que presenta mas diferencias en el segmento S5, el bucle
P y el segmento S6 del dominio Ill, con respecto a la especie externa, con una similitud
de 82%.

- El segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio lll, se encuentra altamente
conservado entre las especies A. minutus y A. bombetes, con una similitud del 98,5%.

- El segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio Ill, también se encuentra
altamente conservado entre las especies C. fraterdanieli y E. boulengeri, con una
similitud del 99,2%.

6.2.5.6. Residuos involucrados en inactivacion lenta en el segmento S5, el bucle P y el
segmento S6 del dominio Il

En los segmentos formadores del poro del dominio Ill, se han reportado dos residuos
involucrados con la inactivacidén lenta, presentes en el segmento de unidn entre el
segmento S5y S6, sefalados en color purpura en la Fig. 76.
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Fig. 76 Estructura primaria del segmento S5, bucle P y S6 del dominio Ill de P. aurotaenia. En
color rojo se muestra el residuo K, que conforma el filtro de selectividad DEKA y en color purpura se
sefialan los residuos involucrados en inactivacion lenta. Los residuos en color rojo y purpura son
conservados en las especies de dendrobdtidos de estudio y en la rana control E. johnstonei.

En el afio 2000 Ong y colaboradores, quisieron evaluar si mutaciones en el bucle P del
dominio Il modificaban la cinética de inactivacion lenta, por lo cual realizaron mutacién
del residuo F1236C en Nav1.4 de rata (correspondiente al residuo F1252 en las especies
de dendrobatidos y en E. johnstonei, Fig. 76), encontraron que los canales mutados
exhiben componentes cinéticos intermedios (30 ms) y ultra lentos (2 s) de inactivacion
lenta; ademas este residuo se ha reportado como importante en la accién de AL. El
modelo sugiere que la reorganizacion estructural del bucle P asociada con la inactivaciéon
lenta puede estabilizar la unién del AL lidocaina. En nuestras especies de estudio se
observa que este residuo se encuentra conservado.
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El residuo K1237 en Navl.4 de rata (correspondiente al residuo K1253 en las especies de
dendrobatidos y en E. johnstonei), mostrado en color rojo en la Fig. 76, hace parte del
filtro de selectividad DEKA, produce cambios sustanciales en el proceso de inactivacion,
para evaluar esto Todt y colaboradores en el afio 1999, realizaron mutaciones al residuo
K1237S y K1237E y encontraron que los canales entraban a un estado de inactivacion del
cual se recuperaban muy lentamente; las constantes de tiempo de entrada y salida de
este estado fueron de aproximadamente 100s. Sin embargo, se observa que este residuo
permanece conservado en todas las especies de dendrobatidos de estudio e incluso en la
especie control E. johnstonei.

Uno de los residuos presente en el bucle P del dominio lll, es el D1241 en Nav1.4 de rata
(correspondiente al residuo D1257 en las especies de dendrobatidos y en E. johnstonei, de
color purpura en la Fig. 76), hace parte como se habia mencionado anteriormente del
anillo externo de cargas, junto con E403 en el dominio I, E758 en el dominio Il y D1532 en
el dominio 1V, se cree que la inactivacién lenta en el canal de sodio esta asociada con una
reorganizacion estructural de este anillo externo, segun lo reportado por Xiong vy
colaboradores en el 2003.

En los segmentos S5, bucle P y S6 del dominio Il no se han reportado residuos
relacionados con la inactivacién répida.
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6.2.5.7. Arbol filogenético del segmento S5, del bucle P y del segmento S6 del dominio
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Fig. 77 Arbol filogenético del segmento S5, bucle P y del segmento S6 del dominio IV de los
Nav1.4. Los numeros son los valores de bootstrap en porcentaje (252 repeticiones).

Del alineamiento y del arbol filogenético de la Fig. 77 se encontrd que:

- El segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio IV contienen 114 residuos, de
los cuales 98 se encuentran conservados en las seis especies de estudio, en la especie
control y en la especie externa, lo que representa una similitud del 86%.

- Las seis especies de dendrobatidos presentan 105 residuos conservados de los 114 del
segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio IV, es decir una similitud del
92,1%.
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- Las especies E. boulengeri, C. fraterdanieli, A. minutus y O. histrionica presentan una
alta similitud en el segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio IV, con la
especie externa R. norvegicus, con un valor de 93,9%.

- Las especies E. johnstonei, P. aurotaenia y A. bombetes son las que presentan mas
diferencias en el segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio IV, con respecto
a la especie externa, con una similitud de 92,1%.

- El segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio IV, se encuentra
completamente conservado entre las especies O. histrionica y A. minutus.

- El segmento S5, el bucle P y el segmento S6 del dominio IV, se encuentra altamente
conservado entre las especies C. fraterdanieli y E. boulengeri, con una similitud del
97,4%.

6.2.5.8. Residuos involucrados en inactivacion rapida y lenta en el segmento S5, el bucle
P y el segmento S6 del dominio IV

En los segmentos formadores del poro del dominio IV se han reportado cuatro residuos
involucrados con la inactivacion rdpida, ubicados en el segmento S6 (residuos de color
verde en la Fig. 78), un residuo relacionado con la inactivacidn lenta presente en el bucle P
(residuo de color purpura en la Fig. 78), un residuo relacionado con una patologia que
puede afectar la inactivacién lenta (residuo de color amarillo en la Fig. 78) y por ultimo se
ha reportado un residuo implicado con el sitio de unién de BTX en el segmento S6 que
puede estar relacionado con la maquinaria de activacién del canal (residuo de color
naranja en la Fig. 78).
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Fig. 78 Estructura primaria del segmento S5, bucle P y S6 del dominio 1V de P. aurotaenia. En
color verde se muestran los residuos que estdn involucrados en la inactivacion rdpida, en color rojo
se muestra el residuo A, que conforma el filtro de selectividad DEKA, en color purpura sefiala el
residuo involucrado en inactivacion lenta, en color amarillo se muestra un residuo involucrado con
una patologia que afectan la inactivacion lenta y en color naranja se muestra un residuo
involucrado con la accion de BTX. Los residuos en color verde, rojo, purpura y amarillo son
conservados en todas las especies de dendrobdtidos de estudio y en la rana control E. johnstonei. El
residuo en color naranja 11599 sélo estd presente en P. aurotaenia en las otras especies de estudio
este residuo cambia por una Valina (V).

Como se habia mencionado anteriormente el residuo D1532 en Navl.4 de rata
(correspondiente al residuo D1548 en las especies de dendrobatidos y en E. johnstonei,
residuo de color purpura en la Fig. 78) es uno de los residuos que forma el anillo externo
de cargas, junto con los otros residuos ubicados en el bucle P de los otros tres dominios
(E403, E758 y D1241) es importante para la inactivacién lenta, segun lo reportado por
Xiong y colaboradores en el 2003).

Los residuos que pertenecen al sitio de unidn de AL en el DIVS6 estan relacionados tanto
con inactivacion rdpida como con inactivacion lenta, segun lo evaluado por Bai y
colaboradores en el 2003; ellos realizaron la sustitucién por Cisteina (C) de los residuos
11575, F1579, Y1586 en Navl.4 de rata (correspondiente a los residuos 11591, F1595 y
Y1602 en las especies de dendrobatidos y en E. johnstonei, residuos de color verde en la
Fig. 78) y encontraron que la mutacién F1579C inhibe la inactivacién rdpida y la lenta,
mientras que las mutaciones 11575C y Y1586C mejora la inactivacion rapida y lenta. Los
resultados obtenidos de este proyecto muestran que estos tres residuos estan
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completamente conservados, incluso en la especie P. aurotaenia, ya que los residuos
11575 y F1579 también forman parten del sitio receptor de BTX y AL.

McPhee y colaboradores en 1995 también evaluaron el efecto de los residuos en DIVS6 en
la inactivacidon rdpida y encontraron que la doble mutacion de los residuos F1764A y
V1774A en Nav de cerebro de rata (Nav1.2) (correspondientes a los residuos F1495 y
11605 en las especies de dendrobatidos y en E. johnstonei, residuos de color verde en la
Fig. 78), inhibia casi completamente la inactivacion rapida, sin interactuar directamente
con IFM. Cabe aclarar que el residuo F1764 en Navl.2 de rata corresponde al F1579 en
Navl.4 de rata y el residuo V1774 en Navl.2 de rata corresponde al residuo 11589 en
Nav1.4 de rata. Se observa que los Nav de musculo esquelético de las especies de estudio
incluida la especie control E. johnstonei conservan el residuo Isoleucina (I) en la posicién
1605 de su homodlogo en rata. No hay datos de cudl seria la respuesta si se repitiera este
experimento en Navl.4 de rata, aunque estos dos residuos Isoleucina (I) y Valina (V)
comparten las mismas caracteristicas de aminoacidos hidrofébicos.

Hayward y colaboradores en el afio 1997, determinaron que la mutacién M1585V en
Nav1.4 de rata (correspondiente al residuo M1601 en las especies de dendrobatidos y en
E. johnstonei, residuo de color amarillo en la Fig. 78) causa el trastorno HyperPP al igual
que el residuo T698 en el segmento de unién entre el segmento S4 y S5 en DIl (discutido
anteriormente) y que esta mutacion tiene dafada la inactivaciéon lenta. Sin embargo,
observamos que los Nav de las especies de estudio tienen conservado este residuo.

Como se habia mencionado anteriormente mutaciones en el segmento 1VS6 afectan la
inactivacién rdpida, la inactivacion lenta, la acciéon de BTX y la accién de AL, para detectar
cambios conformacionales asociados con estos procesos, Vedantham y colaboradores en
el afio 2000 realizaron sustitucion del residuo V1583C en Nav1.4 de rata (correspondiente
al residuo 11599 en P. aurotaenia y a V1599 en el resto de las especies de estudio incluida
la especie control E. johnstonei, mostrado en color naranja en la Fig. 78) y encontraron que
se presenta un cambio conformacional que parece ser influenciado por parte del
mecanismo de inactivacion rdpida IFM, de igual manera los resultados demostraron que
hay un movimiento correlacionado con la inactivacién lenta en las vecindades de V1583C,
pero no arroja demasiado informacion sobre la base estructural de la inactivacién lenta;
por tanto, estos resultados llevan a la hipdtesis que la inactivacién lenta es un cambio
conformacional que involucra a mas de un area del canal, incluido el poro externo vy el
vestibulo interno. Este residuo V1583 estd implicado en el sitio de unién de BTX y solo en
el Nav de musculo esquelético de P. aurotaenia presenta un cambio por una Isoleucina (l),
sin embargo, esta sustituciéon no fue evaluada por el grupo de Vedantham, lo que no
significa que deja de ser importante.
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6.2.6. Conclusiones Capitulo Il

e Todos los arboles filogenéticos muestran robustez de los datos, por el alto valor de
Bootstrap superior al 50%, obtenido en cada uno de los nodos.

e El arbol filogenético de la secuencia completa de los Nav 1.4 de las especies de estudio,
muestra que las especies pertenecientes a la familia Dendrobatidae se encuentran
agrupadas en dos clados, uno el de la subfamilia Dendrobatinae (con las especies A.
minutus, A. bombetes, O. histrionica y P. aurotaenia) y el otro clado formado por la
subfamilia Colostethinae (con las especies E. boulengeriy C. fraterdanieli).

e La especie C. fraterdanieli es la que comparte mayor similitud en la secuencia completa
de Navl.4 con respecto a la especie externa R. norvegicus, con un valor del 74%,
mientras que la especie E. johnstonei es la que presenta la similitud mas baja en la
secuencia completa de Navl.4 con respecto a la especie externa R. norvegicus, con un
valor del 73,2%

e Los cuatro dominios se encuentran altamente conservados entre las seis especies de
dendrobatidos, siendo el dominio IV el mas conservado, con una similitud del 94,4%,
mientras que el dominio | es el menos conservado, con una similitud del 89,4%.

e Tanto el extremo carboxilo terminal, como el amino terminal se encuentran altamente
conservados entre las seis especies de dendrobatidos; el extremo amino terminal
presenta una similitud del 85,1% y el extremo carboxilo terminal presenta una similitud
del 90,6%.

e El extremo C-terminal que ha sido vinculado con la inactivacion rapida del Nav, en la
especie P. aurotaenia mostrd una diferencia en su estructura secundaria, comparada
con las otras especies de dendrobatidos evaluadas en este proyecto, especificamente
en los ultimos 12 residuos donde hay mayor proporcion de espirales y ausencia de
hojas beta.

e De los bucles presentes entre cada uno de los cuatro dominios de los Navl.4 de las
especies de estudio, se encontré que el bucle entre el dominio Il y lll es el mas largo
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con una longitud de 227 residuos, mientras que el bucle entre el dominio Ill y IV es el
mas corto con una longitud de solo 53 residuos.

El bucle entre el dominio Il y IV se encuentra completamente conservado entre los
Nav1.4 de las seis especies de dendrobatidos.

De los segmentos formadores del poro de los Navl.4 de las especies de estudio se
encontrdé que el del dominio | es el mas largo, con una longitud de 191 residuos,
mientras que el del dominio Il es el mds corto con una longitud de 98 residuos.

Los segmentos formadores del poro se encuentran altamente conservados en las
secuencias de los Navl.4 de las seis especies de dendrobatidos, siendo el segmento
formador del poro del dominio Il el mas conservado, con una similitud del 94%.

Ninguna de las 21 mutaciones implicadas en la modulacién de la inactivacién rapida
(reportadas por otros autores y para otras especies) en los Navl.4 se presenta en las
especies de dendrobatidos evaluadas en este proyecto, ni siquiera en P. aurotaenia que
es el canal sobre el que se tiene evidencia funcional.

De los 21 residuos implicados en la modulacion de la inactivacién rapida (reportados
por otros autores y para otras especies), solo el residuo L1163 ubicado en el segmento
de unidn de S4 con S5 del dominio lll, presenta sustitucidén por Valina (V) en la especie
control E. johnstonei. Sin embargo, esta sustitucién no ha sido evaluada anteriormente
y para probar su importancia se hace necesario realizar experimentos funcionales.

El residuo 11605 ubicado en DIVS6 en todas las especies de estudio incluida la especie
control E. johnstonei no ha sido evaluado anteriormente en el Navl.4 de rata, solo se
evalud la mutacién por Alanina (A) en el Nav1.2 de rata, donde este residuo cambia por
una Valina (V) (de las mismas caracteristicas hidrofdbicas).

De los 13 residuos implicados en la modulacidn de la inactivacién lenta (reportados por
otros autores y para otras especies), solo el residuo V754 ubicado en el segmento de
union entre S5 y S6 del dominio Il de hNav1.4 (corresponde al 1891 en hNav1.5) cambia
en las especies de estudio (corresponde al residuo 773), donde las especies P.
aurotaenia, E. boulengeri, C. fraterdanieli y en E. johnstonei conservan el residuo Valina
(V) presente en hNavl.4, mientras que las especies O. histrionica, A. bombetes y A.
minutus presentan el residuo Isoleucina (I), caracteristico de hNav1.5.
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El residuo D431 presente en el bucle entre el dominio | y Il, reportado por Tarvin y
colaboradores en 2016 relacionado con la resistencia a alcaloides como BTX, HTX y PTX,
estd presente en todas las especies de dendrobatidos de estudio excepto en C
fraterdanieli y en la especie control E. johnstonei donde este residuo cambia por una
Alanina (A) al igual que en Nav1.4 de rata.

La mutacién en el residuo V1583C ubicado en DIVS6 de Navl.4 de rata no se presenta
en ninguno de los Navl.4 de las especies de estudio; sin embargo, en la especie P.
aurotaenia este residuo presenta una sustituciéon por una Isoleucina (11599) que no ha
sido evaluada anteriormente en la modulacidn de la inactivacion rapida.

El residuo V1583 también ha sido involucrado con el sitio de unién de BTX se conserva
en todas las especies de estudio a diferencia de la especie P. aurotaenia, cuyo residuo
es reemplazado por una Isoleucina ().
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6.3. CAPITULO lll: Comparacion de los residuos implicados en el sitio receptor de AL y
BTX de Nav de rata con las secuencias obtenidas de Nav1.4 de las especies de estudio

Para cumplir con el tercer objetivo, en este capitulo se expone la estructura primaria del
Nav (disefiada por medio de la herramienta Web Protter) con los residuos implicados en el
sitio receptor de AL y en el sitio receptor de BTX y AL, ubicados en cada uno de los
segmentos transmembrana S6 de los cuatro dominios; que han sido reportados por otros
autores para Navl.4 de rata, igualmente se exponen los resultados de las comparaciones
realizadas a partir de arboles filogenéticos, de estos residuos con los residuos presentes
en las secuencias obtenidas de los Nav1.4 de las especies de estudio, incluida la secuencia
de la rana control E. johnstonei.
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6.3.1. Residuos implicados en el sitio receptor de AL y BTX y arbol filogenético del DIS6

il i G

J

NH3

* % * * *
100 Phyllobates aurotaenia 404 M IFFVLVIFLGAFYLVNLILAVVAMA
Phyllobates aurotaenia2 404 M I FFVLVIFLGAFYLVNLILAVVAMA
100 nne
Oophaga histrionica 37F. MVFFVLVIFLGSFYLINLILAVVAMA
A 100 [ Epipedobates boulengeri 404 MVFFVLVIFLGSFYLINLILAVVAMA
3(Y) intra
g Andinobates minutus 404 MVFFVLVIFLGSFYLINLILAVVAMA
©@ 100 )
N) Andinobates bombetes 404 MVFFVLVIFLGSFYLINLILAVVAMA
(E)
* Colostethus fraterdanieli 404 M I FFVLVIFLGSFYLINLILAVVAMA
Eleutherodactylus johnstonei 404 M I FFVLVIFLGSFYLINLILAVVAMA
Rattus norvegicus Nav1.4 418 M IFFVVIIFLGSFYLINLILAVVAMA
0.6

Fig. 79 Estructura primaria y drbol filogenético de DIS6. A. Estructura primaria de P. aurotaenia, en color negro se muestra el residuo D,
que forma parte del filtro de selectividad DEKA. B. Arbol filogenético de DIS6. Los niimeros son los valores de bootstrap en porcentaje (204
repeticiones). Subrayados en amarillo se muestran los residuos variables. En las dos graficas en color rojo se sefialan los residuos implicados
en el sitio receptor de AL y en color purpura los residuos implicados en el sitio receptor tanto de BTX como de AL.
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Del alineamiento y del arbol filogenético del dominio 1S6 (Fig. 79) se encontrd lo siguiente:

- El segmento transmembrana S6 del dominio |, estd compuesto por 26 residuos, de los
cuales 21 se encuentran conservados entre las seis especies de estudio, la especie
control y la especie externa, lo que representa una similitud del 80.8%.

- Las seis especies de dendrobatidos presentan 23 residuos conservados de los 26 en el
segmento transmembrana S6 del dominio |, es decir que presentan una similitud del
88.5%.

- Las especies E. johnstonei y C. fraterdanieli son las que presentan mayor similitud en el
segmento transmembrana S6 del dominio |, con la especie externa R. norvegicus, con
un valor del 92.3%; con solo dos reemplazos de aminodcidos, correspondientes a los
residuos L409 (V423 en R. norvegicus) y V410 (1424 en R. norvegicus) en dendrobatidos
y en la especie control.

- La especie P. aurotaenia es la que presenta mds diferencias en el dominio IS6, con
respecto a la especie externa, con cinco reemplazos de aminodcidos, correspondientes
a los residuos L409 (V423 R. norvegicus), V410 (1424 R. norvegicus), A415 (S429 R.
norvegicus), V419 (1433 R. norvegicus) y D431 (A445 R. norvegicus) en dendrobatidos,
lo que representa una similitud del 84.6%.

- Los reemplazos en los residuos A415 (S429 R. norvegicus) y V419 (1433 R. norvegicus)
reportados en este estudio sélo para el canal Nav de P. aurotaenia han sido reportados
como reemplazos relacionados con la resistencia a toxinas como BTX, HTX y PTX en
Navl.4 de Dendrobatidos (Tarvin et al. 2016). Sin embargo, en el estudio de Tarvin y
colaboradores esos reemplazos solo estan presentes en la especie P. terribilis mas no
en P. qurotaenia. Es decir que se encuentran diferencias en el Nav entre P. aurotaenia
del estudio de Tarvin y P. aurotaenia del presente estudio.

- El dominio IS6 se encuentra completamente conservado entre las especies C.
fraterdanieli y E. johnstonei al igual que entre las especies A. bombetes, A. minutus, E.
boulengeriy O. histrionica.
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Las mutaciones en el Navl.2 de rata de los residuos 1409 y N418 por Alanina (A)
(residuos en color rojo en la Fig. 79)en el segmento 1S6 reportadas por el grupo de
Yarov-Yarovoy en el 2002, disminuian el bloqueo dependiente del uso por etidocaina.
En los Navl.4 de las especies de estudio incluso en E. johnstonei estos dos residuos
estan conservados.

Kondratiev and Tomaselli en el 2003 realizaron mutaciones en los residuos 1424C vy
1425C (1409 Nav1.2 de rata) y G428C de Nav1.4 de rata (residuos en color rojo en la Fig.
79) y encontraron que los dos primeros residuos son determinantes en la unién de
lidocaina, estas mutaciones reducian el bloqueo dependiente del uso de este AL,
mientras que G428C reduce la sensibilidad a lidocaina solo en estado de reposo sin
presentar alteraciones en la cinetica de activacion. En la Fig. 79 se observa que solo uno
de estos residuos el 1424 en Nav1.4 presenta una sustitucién por Valina (V) en todas las
especies de estudio incluida la especie control. Cabe aclarar que la sustitucion realizada
por el grupo de Kondratiev fue por un aminoacido polar sin carga positiva, mientras
que la mutacidn natural encontrada en las especies de estudio fue por un aminoacido
hidrofobico, de las mismas caracteristicas del residuo Isoleucina (I) encontrado en
Navl.4 de rata.

Las mutaciones en los residuos N434K (N418 en Nav1.2) y L437K del Nav1.4 de rata que
brindan resistencia a BTX (S.-Y. Wang and Wang 1998), tambien reducen la potencia
por el AL etidocaina segln lo reportado por G. Wang, Quan, and Wang 1998. Esta
reduccion en la potencia de etidocaina ocurre tanto en estado de reposo como en
estado inactivado. Sin embargo, se observa que estos dos residuos, mostrados en color
purpura Fig. 79 en la permanecen conservados en todas las especies de estudio incluso
en E. johnstonei.

Los otros reemplazos de aminoacidos mostrados en el dominio I1S6 no han sido
reportados como importantes en el sitio receptor de AL ni de BTX.
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6.3.2. Residuos implicados en el sitio receptor de AL y BTX y arbol filogenético del DIIS6

| i
.‘le ; SV =

J

codu * *
100 Andinobates minutus 79¢ MCLTVFLMAMVVGNLVVLNLFLALLL
Andinobates bombetes 796 MCLTVFLMAMVVGNLVVLNLFLALLL
100 Eleutherodactylus johnstonei 796 MCLIVFMMVMVVGNLVVLNLFLALLL
Colostethus fraterdanieli 796 MCLTVFMMVMVVGNLVVLNLFLALLL
e Phyllobates aurotaenia2 796 MCLTVFLMVMVVGNLVVLNLFLALLL
Epipedobates boulengetri 796 MCLTVFLMVMVVGNLVVLNLFLALLL
Oophaga histrionica 762 MCLTVFLMVMVVGNLVVLNLFLALLL
Phyllobates aurotaenia 796 MCLTVFLMVMVVGNLVVLNLFLALLL
771 MCLTVFLMVMVIGNLVVLNLFLALLL

Rattus norvegicus Nav1.4
06

Fig. 80 Estructura primaria y drbol filogenético de DIIS6. A. Estructura primaria de P. aurotaenia, en color negro se muestra el residuo E,

que forma parte del filtro de selectividad DEKA. B. Arbol filogenético de DIIS6. Los nimeros son los valores de bootstrap en porcentaje (204

repeticiones). Subrayados en amarillo se muestran los residuos variables. En las dos graficas en color rojo se sefialan los residuos implicados

en el sitio receptor de AL.
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Del alineamiento y del arbol filogenético del dominio 11S6 (Fig. 80) se encontro lo siguiente:

- El segmento transmembrana S6 del dominio Il, estd compuesto por 26 residuos, de los
cuales 22 se encuentran conservados entre las seis especies de estudio, la especie
control y la especie externa, lo que representa una similitud del 84,6%.

- Las seis especies de dendrobatidos presentan 24 residuos conservados de los 26 en el
segmento transmembrana S6 del dominio Il, es decir que presentan una similitud del
92,3%.

- Las especies P. aurotaenia, O. histrionica y E. boulengeri son las que presentan mayor
similitud en el segmento transmembrana S6 del dominio Il, con la especie externa R.
norvegicus, con un valor del 96,2%, con solo un reemplazo en un residuo,
correspondiente al residuo V807 (1782 en R. norvegicus) en dendrobatidos.

- La especie E. johnstonei es la que presenta mads diferencias en el dominio 11S6, con
respecto a la especie externa; con tres reemplazos de aminodacidos, correspondientes a
los residuos 1799 (T774 R. norvegicus), M802 (L777 R. norvegicus) y V807 (1782 R.
norvegicus) en la especie control, lo que representa una similitud del 88,5%.

- El dominio 1IS6 se encuentra completamente conservado entre las especies P.
aurotaenia, O. histrionica y E. boulengeri al igual que entre las especies A. bombetes y
A. minutus.

- Kondratiev and Tomaselli en el 2003 tambien realizaron mutaciones en los residuos
1782C y V786C de Nav1.4 de rata (residuos en color rojo en la Fig. 80)y encontraron que
estos dos aminoacidos son determinantes en la unidon de lidocaina, estas mutaciones
reducian el bloqueo dependiente del uso de este AL e incluso plantearon una relacion
topoldgica de estos dos residuos con los otros residuos en S6 de los otros dominios
determinantes en la accion de AL. En la Fig. 80 se observa que solo uno de estos
residuos el 1782 en Navl.4 de rata presenta una sustitucion por Valina (V) en todas las
especies de estudio incluida la especie control. Cabe aclarar que la sustitucion realizada
por el grupo de Kondratiev fue por un aminodcido polar sin carga positiva, mientras
gue la mutacién natural encontrada en las especies de estudio fue por un aminoacido
hidrofobico, de las mismas caracteristicas del residuo Isoleucina (I) encontrado en
Navl.4 de rata.

141



En el dominio 11S6 no se han reportado residuos importantes en el sitio receptor de BTX
y AL.

Los otros reemplazos de aminoacidos mostradas en el dominio [IS6 no han sido
reportadas como importantes en el sitio receptor de AL ni de BTX.
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6.3.3. Residuos implicados en el sitio receptor de AL y BTX y arbol filogenético del DIIIS6

LI I I l i |
v v

NHO . %
cooM

* * % *
Phyllobates aurotaenia2 1278 L YMYLY FVIFIIFGAFFTLNLFIGVII
Andinobates bombetes 1278 LYMYLYFVIFIIFGAFFTLNLFIGVII
Andinobates minutus 1278 LYMYLYFVIFIIFGAFFTLNLFIGVII
100 Epipedobates boulengeri 1278 L YMY LY FVIFIIFGAFFTLNLFIGVII
Oophaga histrionica 125 MYMYLYFVIFIIFGAFFTLNLFIGVII
Phyillobates aurotaenia 1278 LYMYLYFVIFIIFGAFFTLNLFIGVII
Colostethus fraterdanieli 1278 LYMYLY FVIFIIFGAFFTLNLFIGVII
IFGAFFTLNLFIGVII

Eleutherodactylus johnstonei 1278 L YMY LY FVIFI

FGSFFTLNLFIGVII

Rattus norvegicus Nav1.4 1262 LYMYLYFVIFI
0.6

Fig. 81 Estructura primaria y drbol filogenético de DIIIS6. A. Estructura primaria de P. aurotaenia, en color negro se muestra el residuo K,

que forma parte del filtro de selectividad DEKA. B. Arbol filogenético de DIIIS6.Los nimeros son los valores de bootstrap en porcentaje (204

repeticiones). Subrayados en amarillo se muestran los residuos variables. En las dos graficas en color rojo se sefialan los residuos implicados
en el sitio receptor de AL y en color purpura los residuos implicados en el sitio receptor tanto de BTX como de AL.
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Del alineamiento y del arbol filogenético del dominio 11IS6 (Fig. 81) se encontrd lo
siguiente:

- El segmento transmembrana S6 del dominio Ill, estd compuesto por 27 residuos, de los
cuales 25 se encuentran conservados entre las seis especies de estudio, la especie
control y la especie externa, lo que representa una similitud del 92,6%.

- Las seis especies de dendrobdtidos presentan 26 residuos conservados de los 27 en el
segmento transmembrana S6 del dominio lll, es decir que presentan una similitud del
96,3%.

- La especie control E. johnstonei y todas las especies de dendrobdtidos a excepcién de
O. histrionica presentan una alta similitud en el segmento transmembrana S6 del
dominio lll, con la especie externa R. norvegicus, con un valor del 96,3%, con solo un
reemplazo de aminodcido, correspondiente al residuo A1292 (S1276 en R. norvegicus)
en dendrobatidos y la especie control.

- La especie O. histrionica presenta dos reemplazos de aminoacidos en el dominio I1IS6,
con respecto a la especie externa; correspondientes a los residuos M1245 (L1262 R.
norvegicus), y A1292 (51276 R. norvegicus), lo que representa una similitud del 92,6%.
El residuo M1245 no ha sido reportado como importante en el sitio receptor de AL ni
de BTX.

- Las mutaciones reportadas por el grupo de Yarov-Yarovoy en el 2001 en los residuos
L1465A y 11469A de Navl.2 (residuos en color rojo en la Fig. 81) que reducen el bloqueo
por lamotrigina y etidocaina en el estado inactivado y en el residuo N1466A (residuo de
color rojo en la Fig. 81) que presenta un efecto fuerte en el bloqueo por etidocaina, no
se presentan de manera natural en las especies de estudio, estos tres residuos se
encuentran completamente conservados, tanto en las especies de dendrobatidos como
en la especie control E. johnstonei.
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La sustitucion por Lisina (K) en el Nav1.4 de rata en los residuos S1276 (residuo en color
purpura en la Fig. 81) y L1280 (L1465 en Navl1.2 de rata), realizada por Wang y
colaboradores en el afio 2000, mostré resistencia a 5mM de BTX durante pulsos
repetitivos y reduccién de la afinidad por bupivacaina entre 10 y 20 veces en estado
inactivado. Se observa en la Fig. 81 que solo el residuo S1276 de Navl.4 de rata
presenta una sustitucion por Alanina (A) en todas las especies de estudio incluida E.
johnstonei. Cabe aclarar que la sustitucidon realizada por el grupo de Wang fue por un
aminodacido con carga positiva, mientras que la mutacién natural encontrada en las
especies de estudio fue por un aminoacido hidrofébico.
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6.3.4. Residuos implicados en el sitio receptor de AL y BTX y arbol filogenético del DIVS6

i W

* *
> CO0m * * * *
100 Phyllobates aurotaenia 1583 GIVFFCSY I IISFLIVINMYIAIIL
Phyllobates aurotaenia2 1583 GIVFFCSY I IISFLIVINMYIAIIL
Andinobates bombetes 1583 GIVFFCSY I IVSFLIVVNMYIAIIL
Andinobates minutus 1583 GIVFFCSY I IISFLIVVNMYIAIIL
J 100
o Epipedobates boulengeri 1583 GIVFFCSY I ITISFLIVVNMYIAIIL
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ma Oophaga histrionica 1550 GIVFFCSY I IISFLIVVNMYIAIIL
O, L
0] Colostethus fraterdanieli 1583 GIVFFCSY I ITISFLIVVNMYIAIIL
)
Eleutherodactylus johnstonei 1583 GIVFFCSY I IISFLIVVNMYIAIIL
Rattus norvegicus Nav1.4 1567 GICFFCSY I ITISFLIVVNMYIAIIL

06
Fig. 82 Estructura primaria y drbol filogenético de DIVS6. A. Estructura primaria de DIVS6 de P. aurotaenia, en color negro se muestra el
residuo A, que forma parte del filtro de selectividad DEKA. B. Arbol filogenético de DIVS6. Los niimeros son los valores de bootstrap en
porcentaje (204 repeticiones). Subrayados en amarillo se muestran los residuos variables. En las dos graficas en color rojo se sefialan los
residuos implicados en el sitio receptor de AL y en color purpura los residuos implicados en el sitio receptor tanto de BTX como de AL.
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Del alineamiento y del arbol filogenético del dominio IVS6 (Fig. 82) se encontré lo
siguiente:

El segmento transmembrana S6 del dominio IV, esta compuesto por 25 residuos, de los
cuales 22 se encuentran conservados entre las seis especies de estudio, la especie
control y la especie externa, lo que representa una similitud del 88%.

Las seis especies de dendrobatidos presentan 23 residuos conservados de los 25 en el
segmento transmembrana S6 del dominio IV, es decir que presentan una similitud del
92%.

La especie control E. johnstonei y las especies de dendrobatidos C. fraterdanieli, O.
histrionica, E. boulengeri y A. minutus presentan una alta similitud en el segmento
transmembrana S6 del dominio IV, con la especie externa R. norvegicus, con un valor
del 96%, con solo un reemplazo de aminoacido, correspondiente al residuo V1586
(C1569 en R. norvegicus).

Las especies A. bombetes y P. aurotaenia presentan cada una dos reemplazos de
aminodcidos en el dominio IVS6, con respecto a la especie externa; en A. bombetes
corresponde a los residuos V1585 (C1569 R. norvegicus) y V1593 (11577 R. norvegicus),
mientras que en P. aurotaenia los dos reemplazos corresponden a los residuos V1585
(C1569 R. norvegicus) y al residuo 11599 (V1583 R. norvegicus).

El reemplazo en el residuo 11599 (V1583 R. norvegicus) solamente encontrado en P.
aurotaenia ha sido reportado como un reemplazo relacionado con la resistencia a
alcaloides como BTX, HTX y PTX en Nav1.4 de dendrobatidos (Tarvin et al. 2016)

El dominio IVS6 se encuentra completamente conservado entre las especies E.
johnstonei. C. fraterdanieli, O. histrionica, E. boulengeriy A. minutus.
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Los residuos reportados por el grupo de Ragsdale en 1994 importantes en el sitio
receptor de AL, 11760, F1764 y Y1771 en Navl.2 rata (corresponden a los residuos
11575, F1579 y Y1586 en Navl.4 de rata), mostrados en color rojo en la Fig. 82, se
encuentran completamente conservados en todas las especies de estudio. Linford y
colaboradores en 1998 reportaron que dos de estos residuos 11760 y F1764 eran
esenciales también para la uniéon de BTX, sin embargo, no se observan cambios ni
siquiera en la especie P. aurotaenia.

La sustitucion con Lisina(K) de los residuos F1579 (residuo en color rojo en la Fig. 82) y
N1584 en Navl.4 de rata (residuo en color purpura en la Fig. 82) demostré que los Nav
presentaban resistencia a BTX, sin embargo se puede observar que los dos residuos
estan conservados en todas las especies de estudio.

Los tres reemplazos de aminodcidos encontradas en el dominio 1VS6, subrayados en
amarillo en la Fig. 82 no han sido reportadas como importantes ni en el sitio receptor
de AL ni de BTX.
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6.3.5. Conclusiones Capitulo Il

e Todos los arboles filogenéticos muestran robustez de los datos, el valor obtenido de
bootstrap fue 100% en cada uno de los nodos.

e Los segmentos transmembrana S6 de los cuatro dominios se encuentran altamente
conservados entre las especies de dendrobatidos, la especie control E. johnstonei y la
especie externa R. norvegicus, siendo el del dominio Ill el mas conservado con una
similitud del 92,6% y el del dominio | el menos conservado, con una similitud del 78,6%.

e Los segmentos transmembrana S6 de los cuatro dominios de la especie C. fraterdanieli
presentan solo 6 reemplazos de aminodcidos, mientras que las especies E. boulengeri'y
la especie control E. johnstonei presentan 7 reemplazos de aminodcidos, lo que
representa una similitud superior al 93%, con respecto a la especie externa R.
norvegicus.

e Las especies A. bombetes y P. aurotaenia son los que presentan mas reemplazos de
aminodcidos en los segmentos transmembrana S6, con un total de 9 reemplazos en los
cuatro segmentos, lo que representa una similitud del 91,5% con respecto a la especie
externa R. norvegicus.

e De los 9 reemplazos presentes en los segmentos S6 de los cuatro dominios de P.
aurotaenia y de A. bombetes solo tres se han reportado como residuos implicados en el
sitio receptor tanto de AL como de BTX, los cuales son; en el dominio I1S6 el reemplazo
1424V, en el dominio 1IS6 el reemplazo 1782V y en el dominio IIS6 el reemplazo S1276A.

e De los 12 residuos implicados en el sitio receptor de AL (reportados por otros autores y
para otras especies), se encontraron solo dos reemplazos de aminoacidos, el residuo
V410 ubicado en el dominio 1S6 (1424 Nav1.4 de rata) y el residuo V807 ubicado en el
dominio 11S6 (1782 Nav1.4 de rata), tanto en las seis especies de dendrobatidos como
en la especie control E. johnstonei. Sin embargo, estas sustituciones no han sido
evaluadas hasta el momento y para probar su importancia se hace necesario realizar
experimentos funcionales.
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e De los 7 residuos implicados en el sitio receptor de BTX y AL (reportados por otros
autores y para otras especies), solo uno de ellos presenta reemplazo y es el residuo
A1292 ubicado en IlIS6 (S1276 Navl.4 de rata), tanto en las seis especies de
dendrobatidos como en la especie control E. johnstonei. Sin embargo, estas
sustituciones no han sido evaluadas hasta el momento y para probar su importancia se
hace necesario realizar experimentos funcionales

e La resistencia a alcaloides se ha reportado que es mas alta en especies que presentan
multiples reemplazos de aminoacidos en Navl.4 y en este proyecto se observa que
sucede con la especie P. aurotaenia donde se encontraron cuatro reemplazos
relacionados con la resistencia a alcaloides y aledafios a los residuos vinculados con el
sitio de union de BTX y AL (S429A, 1433V, A445D en 1S6 y V15831 en IVS6). Mientras que
en O. histrionica, E. boulengeri, A. bombetes y A. minutus se encontré solo un
reemplazo (A445D).
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7. RECOMENDACIONES

Con base en los resultados de este proyecto se propone realizar estudios de la funcién de
la subunidad alfa del canal Nav1.4 de las especies de estudio, por medio de técnicas de
electrofisiologia para probar el efecto tanto de los alcaloides como de los anestésicos
locales y determinar si los reemplazos encontrados son suficientes para determinar
resistencia o insensibilidad a dichas sustancias.

De igual manera se propone caracterizar las subunidades beta del canal Nav1.4 de las
especies de estudio y estudiar a nivel funcional si se modifica el efecto tanto de los
alcaloides como de los anestésicos locales cuando la subunidad alfa esta en presencia de
la subunidad beta.
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