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Los caracoles marinos del género Conus se caracterizan porutilizar veneno para
capturar a su presa, defenderse de depredadores y marcar suterritorio ante
competidores. El veneno presenta, dentro de otros componentes, péptidos
pequefios y estables conocidos como conotoxinas. Se ha descubierto que estas

conotoxinas tienen una gran importancia dentro de la industria farmacolégica ya
que se unen de forma especifica a blancos moleculares cuya deficiencia se ha
visto asociada a enfermedades que tienen gran relevancia dentro de la sociedad
moderna. Conus regularis es una especie perteneciente a la regién de Baja
California y ha sido poco estudiada con respecto a su veneno y a su biologia en
general. El transcriptoma de este caracol es practicamente desconocido, por lo

que se ignora qué tipos de conotoxinas conforman su veneno, y si existe un
posible potencial farmacolégico en éste. En este trabajo se realizaron una serie de
bibliotecas de ADN complementario de las toxinas presentes en el ducto venenoso
de Conus regularis. Se extrajo el ARN de los ductos venenosos, el cual fue
utilizado como templado en la sintesis de ADN de cadena sencilla para
posteriormente amplificarlo como ADN de cadena doble. Cada secuencia de ADN

fue ligada a un vector que fue insertado dentro de una bacteria. Se seleccionaron
aquellas bacterias que presentaban vectores con insertos de ADN que pudieran
corresponder al tamafio esperado para conotoxinas. La secuenciacién de los

insertos y posterior andlisis permitio identificar una toxina completa de 37
aminoacidos, ja cual presenta 8 residuos de cisteina y que no ha sido descrita
anteriormente. El patrén de cisteinas que presenta (C-C-CC-C-C-C-C) es idéntico
al de las toxinas que comprendena la superfamilia conocida como V, no obstante
la regién del precursor no coincide con el de esta superfamilia sino con el de una
toxina del cénido C. rosearanum. Ademas se encontré una secuencia de ARN
mensajero que codifica para una conotoxina similar a las conotoxinas de la
superfamilia T, presentes en el vermivoro Conuslitteratus, lo cual sugiere que
Conusregularis tiene una dieta vermivora.

Palabras Clave: Conus regularis, biblioteca de ADNc, vermivoro, superfamilias V

yT.

 



ABSTRACTof the thesis presented by Andrea Figueroa Montiel as a partial
requirement to obtain the MASTER OF SCIENCEdegreein LIFE SCIENCIES with
orientation in MARINE BIOTECHNOLOGY. Ensenada, Baja California, México.
October 2011.

CHARACTERIZATION OF MARINE SNAIL Conus regularis VENOM: STUDY
OF THE TRANSCRIPTOME

Marine snails from the Conus genus characterize themselves because they use

complex venoms to capture their prey, defend against predators and determine
their territories to competitors. The venom has, among other components, small
and stable peptides known as conotoxins. It has been found that these conotoxins
are of great importance in the pharmaceutical industry because they bind
specifically to their molecular targets whose deficiency has been associated with
diseases that have great relevance in modern society. Conus regularis is a species
that belongs to the Baja California region and has been hardly studied respectively
to their venom and general biology. The transcriptome of this snail is barely known
so it is unclear which types of conotoxins exist in their venom, and if there is a
pharmacological potential in it. In the present study we constructed a series of
complementary DNAlibraries of the toxins that exist in the venom duct of Conus
regularis. RNA was extracted from the venom ducts, and was used as a template
in the synthesis of single-stranded DNA to subsequently amplify it, as double-
stranded DNA. Each DNA sequence was linked to a vector and inserted in a

bacterium. We selected those bacteria that had inserts of DNA that could
correspond to the expected size for conotoxins. The sequencing of the insert and
subsequent analysis let us identified a complete toxin of 37 amino acids. This toxin
has 8 cysteine residues and has not been described previously. The cysteine
pattern, C-C-CC-C-C-C-C,is identical to the toxin region of the V superfamily,
nevertheless the region of the precursor does not correspond to this superfamily
but is pretty similar to the precursor of a C. rosearapum toxin. It was also found a
sequence of RNA messenger that translates to a conotoxin similar to the
conotoxins in the T superfamily of the vermivorous specie Conuslitteratus. This

fact suggests that Conus regularis has a diet base in polychaetes.

Keywords: Conus regularis, cDNAlibrary, vermivorous, V and T superfamilies.
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I. INTRODUCCION

 

Podemos encontrar animales venenosos en casi cualquier parte de la naturaleza:

existen animales venenososterrestres como las viboras de cascabel, animales

venenosos aéreos como las abejas o animales venenosos acuaticos como las

medusas. El veneno de estos organismos son biofluidos que contienen toxinas,

conformadasprincipalmente de péptidos y proteinas, las cuales son generalmente

inyectadas enla victima (Favreau y Stocklin, 2009).

Estos venenos, que acttan sobre blancos moleculares externos, se han

perfeccionado a través de millones de ajios de evolucién para poderrealizar un

resultado en especifico. Cada venenotiene distintos efectos porque cada uno esta

disefiado para distintos propésitos biolégicos: puede serutilizado para defenderse

de sus depredadores comoesel caso de ciertas ranas que contienen veneno en

su piel; puede serutilizado como un arma para competir por su territorio como es

el caso de los ornitorrincos, aunque en la mayoria de las veces el venenosirve

como instrumento para capturar a una presa (Olivera, 2009).

Por otro Jado, se ha demostrado que estos biofluidos son una fuente de

compuestos bioactivos potentes y selectivos, que al purificarse dan lugar a

ingredientes que pueden ser utlizados como farmacos, como herramientas

farmacolégicas en la investigacién o dentro de la propia industria de la

biotecnologia (Favreau y Stocklin, 2009).

Dentro de los animales venenosos, los caracoles marinos del género Conus

ocupan un lugar especial. Su veneno no sdlo esta comprendido por una gran

 



variedad de péptidos sumamente pequefios sino que ademas cada uno de estos

componentes es capaz de unirse de manera especifica a un blanco molecular en

particular. Esta ultima cualidad les permite discriminar entre subtipos de canales

i6nicos sumamente relacionados entre si, por lo que ademas de presentar

potencial terapettico y de diagndéstico, pueden ser utlizados como agentes

farmacolégicos en la investigaci6n de canales idnicos (Terlau y Olivera, 2004).

En este trabajo se realiz6 un estudio del transcriptoma del veneno de C. regularis,

un conido del Golfo de California que ha sido poco estudiado con respecto a su

veneno y a su biologia en general, considerando que la contruccién de bibliotecas

de ADNc son herramientas indsipensables para futuras etapas de sintesis de las

conotoxinas.

 



 

il. ANTECEDENTES

 

ll.1 Caracteristicas generales del género Conus

Los gasterépodos marinos venenosos pertenecientes al género Conus, que se

encuentran dentro del grupo Toxoglosa (Superfamilia Conoidea), se dividen dentro

de tres familias: Conidae (~1000 especies), Turridae (~15-20 000 especies) y

Terebridae (~300 especies) (Favreau y Stocklin, 2009).

Todos los caracoles pertenecientes al grupo Toxoglosa se caracterizan por la

presencia de un aparato venenoso, en donde Ia radula caracteristica del resto de

los gasterépodos ha sido modificada para poder lanzar sus dientes en forma de

arpdn, inyectar el veneno y poderasi paralizar a su victima.

Los cénidos han desarrollado su veneno de tal manera que no sdlo cumple con

una funcién en especifico, como seria el cazar a su presa, sino que también les

permite defenderse de depredadores y marcar su territorio ante posibles

competidores. Esto nos permite explicarnos por qué existen de 100 a 200

componentes distintos en el veneno de cada una de las alrededor de 1000

especies de conidos. Si a esto sumamos que tan sdlo el 10% dela familia Conidae

(Figura 1) ha sido estudiada con respecto a su veneno y que ésta unicamente

representa alrededor del 10% del total de la Superfamilia Conoidea, entonces

podemos asegurar que aun existe mucho trabajo por realizar (Norton y Olivera,

2006), no solamente en la identificacién de especies aun no conocidas, sino

también en el analisis del repertorio de componentes del veneno y a la

especificidad de cada unodeellos.

 



 

Figura 1. Miembros dela familia Conidae.

http://www.seashell-collector.com/beginners/CONIDAE.jpq

11.2 Biologia del Género Conus

El habitat preferente de los Conus son las comunidadesarrecifales y el marino

tropical a profundidades no mayores de los 100 m, y a pesar de que existen

algunas especies de cénidos, como el caso de Conuscalifornicus, que se han

adaptado a aguasfrias comolas del Pacifico, es en las aguas somerasdeltrdépico

dondela diversidad de los cénidos crece drasticamente. Un ejemplo de ello es que

se pueden llegar a encontrar mas de 30 especies distintas de éste género en un

solo arrecife de coral del Indo-Pacifico (Kohn AJ et a/, 2001; citado en Terlau y

Olivera, 2004).

Los habitos alimenticios de los Conus suelen ser nocturnos, mientras que durante

el dia se localizan entre la arena, cerca de corales y rocas o sobre pastos marinos

(Olivera et al, 1990). A pesar de contar con un par de ojos, su vision es

sumamente pobre y por lo tanto tienen que hacer uso de sus habilidades

quimiosensoraspara atrapar a su presa.



Una de las maneras en que podemosclasificar a los Conus es dependiendo de su

tipo de dieta, lo que nos permite distinguir en tres grupos. El grupo mayoritario son

los vermivoros (Figura 2), es decir su dieta principal son los gusanos, en especial

los poliquetos (gusanos marinos segmentadospertenecientes al phylum Annelida),

aunque también pueden alimentarse de gusanos hemicordados y equitridos. Los

otros dos grupos estan comprendidos por los moluscivoros, que se alimentan de

otros gasterdpodos,y los piscivoros, que depredan peces(Olivera, 1997).

 

Figura 2. C. quercinus, un conido vermivoro, atacando un gusanopoliqueto (Modificado de Olivera,

2002).

Una diferencia que existe entre los cénidos piscivoros y los moluscivoros es que

mientras que los primeros utilizan un solo arpoOn para capturar a sus presas,los

segundos requieren de inyectar su veneno repetitivamente por lo que pueden

llegar a utilizar una docena de arpones para capturar a un solo caracol (Terlau y

Olivera, 2004). Por otro lado, algunas especies de cénidos que han colonizado

aguas frias y no tienen congéneres con los cuales competir, son generalistas

(Kohn, 1966). Tal es el caso deC.californicus el cual puede alimentarse de peces,

gusanos, moluscose inclusive artropodos (Biggs et a/, 2010).

El tipo de dieta de los Conus es sumamente importante, ya que se ha demostrado

que los sintomas ocasionados por envenenamiento de este género difieren de

acuerdo a la especie y que aquellos que se alimentan de peces son los que

presentan el veneno maspotente en mamiferos (Olivera et al, 1990). No debemos

de subestimar el veneno de estos organismos, ya que en algunos casos puede



llegar a ser letal para los humanos,tal es el caso de Conus geographus en donde

el 70% de las personas que hansido picadas por este caracol, y que no reciben

atencién médica, mueren.

Il.3 Aparato venenoso de los Conus

El aparato venenoso de estos gasterdpodos se componeprincipalmente, citando

de la parte posterior a la anterior, por: un bulbo venenoso, un ducto venenoso,el

esdfago, un saco radular,la faringe, la probéscide y el diente radular (Figura 3).

Bulbo venenoso

Ducto venenoso

      
   

Saco Radular

aBrazo largo "

e " P tA S_ aBrazo corto

| Esdéfago

Diente radular .
Faringe

Proboscide

Figura 3. Esquemageneral de la disposicién del aparato venenoso delos caracoles del género Conus

(Modificado de Favreauy Stocklin, 2009).

Los componentes activos del veneno del género Conus son sintetizados en las

células epiteliales que se encuentran a lo largo del ducto venenoso tubular, el cual

desembocaen la faringe del organismo que esta situada entre la probdscide y el

esdfago (Olivera, 2002). En el extremo opuesto dela faringe se encuentra el bulbo

venenoso, el cual es una estructura de tejido muscular desarrollado que es

utilizado para expulsar al veneno a través del ducto venenoso (Norton y Olivera,

2006), no obstante se piensa quela fuerza final para lograr la expulsion del diente



es provista por la probdscide (Kohn y Hunter, 2001). Tanto el bulbo como el ducto

venenoso sonutilizados como reservorios del veneno que esta siendo producido.

El saco radular localizado en la parte anterior de la faringe, esta compuesto de un

tejido ciliado en forma lineal, que posiblementefacilita la salida de las radulas del

saco radular hacia la faringe. En el saco radular se observan dos protuberancias,

una larga, o de brazo largo, que es donde se manufacturan y almacenan los

dientes por lo que contiene aproximadamente 60 radulas; y otra corta, o brazo

corto, que contiene sdlo los dientes maduros listos para ser usados, que serian

dentro de 10 a 12 radulas.

Las radulas, constituidas por quitina, tienen la forma de un arpon huecoy tienenla

funcion de inyectar el veneno (Figura 4). Esta radula es similar a una aguja

hipodérmica, y tienen la misma funcidn que el diente hueco de las viboras, sdlo

que en este caso son desechadas en cada ataque. Estudios realizados por

microscopia electronica, muestran que en el aparato venenoso de la mayoria de

las especies de Conus las radulas se cargan con el veneno cuando llegan a la

faringe (Marshall et al, 2002). Ademas cada organismo presenta un arpondistinto,

por lo que se dice quees caracteristico de cada especie.

 

Figura 4. Muestra la radula modificada del Conusstriatus la cual se asemeja a un arpon esutilizado

para inyectar el veneno a suspresas, que en este caso son peces (Favreau y Stocklin, 2009).



IL4 Perspectiva general de la evolucién del género Conus

EI registro fésil de los toxoglados sugiere que estos tuvieron origen en el periodo

Cretacico, no obstante los verdaderos Conus Unicamente se conocen después de

la extinci6n masiva de este periodo (Kohn AJ, 1985; citado en Terlau y Olivera,

2004). Los primeros fésiles que definitivamente pertenecen al género Conus

corresponden al Eoceno temprano; esto nos permite asumir que, al igual que otros

caracoles carnivoros, éste es un grupo que tuvo la oportunidad ecolégica en la

extincién marina que se dio en la frontera entre el Cretacico y el Terciario. Los

moluscos predadores marinos del Mesozoico, en particular las amonitas,

desaparecieron al misma tiempo que los dinosaurios desaparecieron enla tierra y

probablemente fue esta extinciédn la que permitid que tuviera lugar la primera

radiacién de los cénidos. La segunda radiacién inici6 en el Mioceno y con

excepcién de un reves que tuvo en el Plioceno inferior, donde hubo una extincién

significativa, la expansion del género practicamente continda hasta el dia de hoy,

hecho que explica que sea ahora cuando exista la mayor cantidad de especies de

este grupo (Olivera, 2002).

La radiacién del género Conus en particular, de los moluscos toxoglados en

general, presuntamente requiere de la evolucién de nuevos venenos asi como de

sistemas eficientes que permitan liberarlo (Terlau y Olivera, 2004). Tenemos que

tomar en cuenta que estos caracoles son sumamente lentos y a pesar de esto se

alimentan de presas que pueden considerarse rapidas; por lo tanto sufren de una

fuerte presién selectiva que les permite desarrollar venenos que actlen muy

rapidamente. Para poder llegar a tener esta especializaci6n bioquimica tan

sorprendente, seguramente fue necesario sobrepasar un sin numero de barreras

como puede ser un empaquetamiento adecuado de los péptidos. Estas barreras

sdlo han sido superadas por este taxa lo que nos permite afirmar que en 50

millones de afios, la estrategia evolutiva de estos animales ha sido exitosa

(Olvera, 2002).

 



A partir de datos moleculares se han definidos 17 clados de especies que fueron

originados a partir de la segunda radiacién post-Eoceno (Espiritu ef af, 2001).

Cuatro de estos clados (I a IV) contienen a especies que cazan peces y dos

clados (V, VI) estan conformados por especies que se alimentan de otros

moluscos. La mayorparte de los clados (VII-XVII) se componen por especies que

se alimentan de gusanos, siendo éste Ultimo grupo el que presenta los

especimenes mas especializados; un ejemplo es el caso del clado XVII en donde

aparentemente todas las especies se alimentan de amfinomidos, también

conocidos como gusano de fuego, los cuales se caracterizan por ser un grupo de

poliquetos errantes que se defienden con espiculas sumamente puntiagudas

(Olivera, 2002).

11.5 Veneno de Conus

Los venenos de los Conus estan conformados por conopéptidos, término que

muchas veces se utiliza de manera intercambiable por el de conotoxinas, aunque

como veremos mas adelante este intercambio de palabras no es del todo correcto.

Cada conopéptido es el producto funcional final de un determinado geny al igual

que las proteinas, presentan conformaciones especificas esenciales que les

confieren las caracteristicas que los hacen funcionales. La innovacién bioquimica

que estos conopéptidos aportan es el hecho de ser sumamente pequefios y

estables; es verdad que existen péptidos mas pequefios, como esel caso de los

neuropéptidos del sistema nervioso central, pero estos funcionan por lo general

como moléculas sefial cuyo tiempo de vida es relativamente corto y que por lo

tanto son degradadasfacilmente por las proteasas. Como veremos mas adelante,

las conotoxinas contiene una alta cantidad de enlaces disulfuro que las convierte

en los productos polipeptidicos mas altamente estructurados y pequefios

conocidos hastala fecha (Olivera, 2002).
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En el veneno de los cénidos también se han encontrado una variedad de

moléculas pequefias. Sélo dos han sido identificadas: la serotonina en el veneno

de C. imperialis (England et a/, 1998) y el acido araquidénico que se encuentra

presente en altos niveles en el veneno de Conustextile (Nakamura et a/, 1995).

Ademas se han encontrado enzimas que posiblemente juegan un pape! muy

importante en el envenenamiento, siendo la fosfolipasa del tipo Az la mejor

caracterizada (Mclntosh etal, 1995).

La traduccién del ARNm que codifica a una conotoxina tiene como resultado un

precursor pre-propeptidico (Figura 5) el cual tiene una longitud entre 80 y 120

aminoacidos. Esto quiere decir que a nivel transcripcional los conopéptidos estan

integrados por una secuencia precursora que consiste de una secuencia sefial o

regién pre (sumamente conservada), que al ser hidrolizada da lugar a una regién

pro, para finalmente obtener una toxina madura. Esta toxina final madura es

sumamente variable, siendo lo Unico que permanece constante el arreglo de los

residuos de cisteina y los enlaces disulfuro que se forman entre elias, por lo que la

gran diversidad de los venenos de Conus es debido a la hipermutacién de esta

region. Los conopéptidos finales, al ser muy pequefios y encontrarse sumamente

plegados, son muy estables y puedenresistir la degradacién enzimatica de las

proteasas que se encuentran en la presa o en ef mismo ducto venenoso (Buczek

et al, 2005).

Ademas,los conopéptidos pueden sufrir modificaciones postraduccionales, siendo

la mas estudiada la y-carboxilacién de un glutamato en el aminodcido menosusual

y-carboxiglutamato. Los cénidos expresan la enzima que lleva a cabo estas

modificaciones postraduccionales en su ducto venenosoy ésta tiene su secuencia

de reconocimiento en la regidn pro del precursor (Bandyopadhyay PK ef a/, 2002).

Esto quiere decir que la secuencia sefial que se encuentra en la region pro sirve

como sitio de unién para la enzima desde donde le permite modificar
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determinadosresiduos de aminoacidos en la regidn madura de la toxina (Hoope ef

al, 2000).

[-J-1s41:61:11)1°\0

N
Coo-
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E coo-
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Seq. Hidrélisis
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85 120

N COo-

‘Toxina Madura

Figura 5. Muestra las diferentes etapas por los que pasa el conopéptido antesde llegar a ser una toxina

madura (Modificado de Juarez, 2005).

l.6 Clasificacién de las conotoxinas

Como se ha mencionado, los conopéptidos son secuencias cortas de 10 a 30

aminoacidos, aunque se han llegado a reportar de hasta 60 residuos (Becker y

Terlau, 2008). De acuerdo a su secuencia de aminoacidos, los conopéptidos

pueden serclasificados de dos maneras: péptidos ricos en enlaces disulfuros

(conocidos como conotoxinas) y péptidos que no son ricos en enlacesdisulfuros.

Estos péptidos pobres en residuos decisteina (Figura 6) se dividen a su vez en

aquellos que carecen totalmente de estos y en aquellos que llegan a presentar un

enlace disulfuro; ademas se subclasifican dependiendo del blanco molecular sobre

el que actuan (Terlau y Olivera, 2004).
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Conopéptidos
   

  
Pobres en

enlaces disulfuro

  

    
 

  
Carentes Con un
deSs Unico S-S
 

Contulacinn Conantocina Conofarmida Conoptesina Contrifano

Receptor Receptor Receptor Receptor ?
Newotensina NMDA ‘Rfamida (7) ‘vasopresina

Figura 6. Clasificacién de los conopéptidos que son pobresen enlacesdisulfuro, dependiendo de si sélo
presentan un enlace o ninguno. A su vez se clasifican en familias dependiendo del blanco molecular
sobre el que actUan (Modificado de Terlauy Olivera, 2004).

Porotro lado, en las conotoxinas, que son ricas en enlaces disulfuro, los residuos

de cisteinas se encuentran en una frecuencia sumamente alta y pueden estar

separados por 0 a 6 aminodacidos. El patrén de los enlaces de cisteina es una

determinante decisiva en la estructura del péptido y por lo tanto ha servido como

base a la hora de escoger una nomenclatura. Las conotoxinas se clasifican en

superfamilias de acuerdo al patron de los enlaces de cisteina que presenten, de

esta manera tenemos la superfamilia A si el patrén de cisteinas es CC-C-C-C-C

o ala familia O si el patrén de cisteinas es C-C-CC-C-C. Las superfamilias no sdlo

tienen en comun que presentan el mismo patron de cisteinas sino que ademas

presentan la misma regién pre; existen alrededor de 10 superfamilias siendo las

mas conocidas las superfamilias O, M, A, S, T, P e I, aunque el numero sigue

aumentando conforme se avanza en el estudio de los conopéptidos. Deniro de

estas superfamilias podemosrealizar una subclasificacion de los conopéptidos en

familias, dependiendo del blanco molecular al que afecten, por ejemplo se
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denomina familia k a aquellos conopéptidos que inhiben canales de potasio o

superfamilia ) si inhiben a canales de sodio. En la Figura 7 podemos ver un

diagrama que nos permite entender la manera en que se clasifican las

conotoxinas.
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Péptidos ticas en

ces disuluros

vi q wi V Va v x XK x
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“. Canal Canal Canal *essy Canal Receptor TransportaderBlanco] Canal CayCal Cole ate RR K SHY ? set ? Condes
\ K
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conotoxina | WO x @ y ™M a oA tA 0 x 

Figura 7. Diagrama que nos permite entenderla manera en que seclasifican las conotoxinas. Podemos
observarlas diferentes superfamilias, su respectivo patrén de cisteinas, el blanco molecular al que
atacany porfa tanto [a familia a la que pertenecen (Modificado de Terlau y Olivera, 2004)

Il.7 Los cabales: un coctel de farmacos

La forma en que los Conus utilizan su veneno en el momento de atrapar a su

presa, consiste en inyectar una determinada combinaci6n de las toxinas, para de

esta manera lograr una inmovilizacién rapida y contundente de ella. Esto quiere

decir que el veneno de los caracoles esta compuesto por péptidos distintos que

actuan sobre distintos blancos moleculares. El cazar presas implica un gasto de

energia sumamente significative para el caracol y por lo tanio tiene que
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asegurarse que sea lo mas exitoso posible, esto lo logra certificandose de que la

cascada de sefializacion que se encarga de que el pez se mueva sea detenida no

sdlo en un pasosino en varios.

Por esta raz6n el veneno delos caracoles funciona utilizando grupos de péptidos

que actuan de manera conjunta y sinérgica para lograr el mismo efecto fisioldgico

final: paralizar a la presa (Olivera y Cruz, 2001). A este grupo de péptidos se les

conoce como cabales, palabra que proviene del hebreo y quesignifica sociedad

secreta con un fin en comun. Los tres cabales que se conocen son el “motor

cabal”, el “lightning-strike cabal” (algo que seria traducido como el golpe de un

relampago)y el “nirvana cabal’.

Para poder entender como funcionan los cabales debemos de conocer en qué

consiste la cascada de sefalizacién necesaria para que un pez pueda moverse.

Todo comienza con una sefial eléctrica que viaja a través de una neurona y que al

llegar al final del nervio provoca la despolarizacién de la membrana porlo tanto

la apertura de los canales de calcio que se encuentran al final de éste. La entrada

de calcio ocasiona que se liberen vesiculas de acetilcolina, fa cual a su vez se

unira a sus respectivos receptores que se encuentran en el musculo. Esto

provocara la apertura de los canales de sodio que continuaran la cascada de

sefializaci6n hacia el musculo, teniendo como resultado final el movimiento del

pez.

El “motor cabal” tiene ja finalidad de provocar una inhibicién total de las

transmisiones neuromusculares. Esta compuesto de w-conotoxinas (bloqueadoras

de canales de calcio que se encuentran en las uniones presinapticas y que

controlan la liberacién de neurotransmisores), de a-conotoxinas y y-conotoxinas

(impiden la unién de la acetilcolina a sus receptores que se encuentran en las

uniones postsinapticas) y de p-conotoxinas (bloqueadoras de canales de sodio

que se encargan de la activacién del potencial del musculo). En conjunto estas
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conotoxinas interrumpen en distintos niveles la sefial eléctrica que debe culminar

en el movimiento del pez.

Esto puede ser visto como un coctel de farmacos que muchas veces es utilizado

en el campo de la medicina para atacar a una enfermedad desde diferentes

flancos. Ahora bien, si e! caracoi utilizara sdlo este tipo de cabal, que provoca

flacidez en el pez, le tomaria mas de 30 segundos inmovilizar a su presa y seria

sumamente probable que la perdiera en el intento. Esto es debido a que fos

péptidos que conforman al “motor cabal’ actuan lejos del sitio de inyeccién (en

uniones neuromusculares)y porlo tanto tardan en llegar a su blanco molecular.

Es por esta razon, que el caracol requiere de lo que se conoce comoel“lightning-

strike cabal’, ef cual actua en cuestién de 1-2 segundos y provoca rigidez en su

victima de la siguiente manera: cuandola sefial eléctrica se propaga a través del

musculo lo hace abriendo canales que permiten la entrada de sodio y termina la

sefial mediante canales de potasio que provocanla salida de este ion. Cuando un

pez es atacado por un caracol, la 6-conotoxina se une a los canales de sodio y

provoca su inactivacién, mientras que al mismo tiempo la k-conotoxina bloquea los

canales de potasio. Esta combinacién tiene como resultado una sefializacién

interminable que provoca la despolarizacién de cualquier axé6n que se encuentre

en la regién inmediata delsitio de inyeccién provocando un efecto similar a lo que

pasaria si el pez fuera electrocutado: unarigidez total del cuerpo (Terlau y Olivera,

2004). De esta manera el caracolutiliza ei “lightning-strike cabal” para producir un

estado tetanico (inmovilizar a su presa) y engullirla, mientras que el “motor cabal”

actta en dado caso deque el primer grupo de toxinas deje de tener efecto y el pez

vuelva a moverse de nuevo.

Puede que hasta este punto exista lo que podria ser una contradiccién: diferentes

cabales de toxinas contienen péptidos que actdan en el mismotipo de blanco pero

a través de mecanismos que son diferentes y que podrian parecer en algunos
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casos incompatibles. No obstante fa solucién evolutiva que permite que se pueda

llevar a cabo esto es sorprendente: cada péptido esta destinado a atacar un

blanco molecular de manera sumamente selectiva, siendo capaz de diferenciar

entre distintos subtipos de un mismo blanco molecular. Hablaremos masa detalle

de esto en la seccion II.8

Estos tipos de cabales que hemos mencionado son utilizados por aquellos Conus

que se alimentan de pecesy utilizan lo que se denomina como “hook and line

hunting’ (Figura 8), los cuales son los que han sido estudiados con mayor

detenimiento. No obstante existen otro tipo de Conus que también se alimentan de

peces (como es el caso de Conus geographus) que utilizan su boca comosi fuera

una red (“net hunting”) y no es hasta que tienen a su presa en la boca cuando

inyectan el veneno. Para este ultimo tipo de caracoles es necesario el “nirvana

cabal’ ef cual actua como un sedante para los peces y los deja en un estado de

completa relajacién, permitiéndole al caracol engullirlos con facilidad para

finalmente utilizar el “motor cabal’. Los componentes del “nirvana cabal” son

bloqueadores de los receptores de serotonina (o-conotoxina), péptidos que

provocan aletargamiento (Contulacina-G) y péptidos que funcionan como

somniferos (Conantocina).

 

Figura 8. Caricatura que representa las dos distintas maneras de cazar que puedentenerlos Conus que

se alimentan de peces, el “hook and lining”(A) y el “net hunting” (B) (Olivera, 2002).
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La presencia de los cabales nos demuestra que en cierta manera los cénidos son

especialistas en neurofarmacologia; sus venenos son, en esencia, mezclas de

farmacos sumamente potentes y selectivos que se han ido perfeccionando gracias

a la seleccién natural para obtener un efecto sumamente poderoso (Olivera,

2002). En la introduccién mencionamos que esto los convierte en una herramienta

sumamente util en la industria biotecnolédgica ya que puedenserutilizados en

aplicaciones médicas y de investigacién. Esto es debido a que muchas

enfermedades que tienen gran importancia dentro de la sociedad moderna, como

lo son el cancer o el Alzheimer, estan asociadas a la deficiencia de blancos

moleculares que podrian estar reguiados o mejor estudiados si utilizamos

conotoxinas.

11.8 Las conotoxinas como farmacos.

Como se ha venido mencionando, las conotoxinas han sido estudiadas como

posibles farmacos debido a que tienen un tamafio pequefio, tienen una sintesis

relativamente sencilla, son sumamente estables y se unen de manera especifica a

sus blancos moleculares (Lewis y Garcia, 2003). El interés del estudio del veneno

de los caracoles del género Conus surgid después de realizar un perfil

cromatografico del veneno de Conus geographus en donde se descubriéd que éste

no sdlo es una mezcla de toxinas paralizantes sino que esta conformado por

péptidos muchisimo mas complejos.

Un ejemplo que demuestra el uso potencial de conotoxinas como medicinas es el

hecho de que actuaimente existe en el mercado, con la aprobacién de la FDA

(United States Food and Drug Administration) el farmaco Priait® (o de nombre

genérico Ziconitide) desarrollado por la Farmacéutica Elan. Este farmaco es

idéntico a una w-conotoxina del caracol Conus magus y sirve para combaitir el

dolor que ya no puede ser mitigado con morfina (Terlau y Olivera, 2004).
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Para poder entender como funciona éste farmaco, debemos de explicar primero

cual es su papel dentro del veneno de este caracol. Como se menciond

anteriormente, para que un pez pueda moverse requiere de una cascada de

sefalizacién que comienza con una sefial eléctrica que provocara la apertura de

determinados canales de calcio y culminara con el movimiento del pez. Cuandoel

caracol inyecta su veneno, la w-conotoxina (Prialt®) bloquea estos canales de

calcio (subtipo 2.2) que se encuentran al final del nervio y porlo tanto interrumpe

la sefal eléctrica desde un principio, ocasionando queel pez se paralice.

No obstante Prialt® puede ser inyectado en un humanosin ocasionar el mismo

resultado. Esto es debido a que en los humanoslos canales de calcio que se

encuentran en la sinapsis neuromuscular son los del subtipo 2.1 y no 2.2, como en

los peces; el canal de calcio 2.1 es resistente a éste farmaco incluso a muyaltas

concentraciones. Ahora bien, los canales de calcio 2.2 si estan presentes en los

humanos, sdlo que se encuentran enla ruta del dolor, en especifico en la médula

espinal. Cuando Prialt® es suministrado en el paciente ocasiona que se

interrumpa la sefial eléctrica que tiene que pasar dela fibra del dolor a la célula

nerviosa que a su vez mandala sefial al cerebro; por lo que a pesar de que la

sefial para sentir dolor esta presente, es incapaz de sentirse porque es bloqueada

antesde llegar a su destino (Figura 9).

| Cerebro
|

Nervio que transmite

el dolor  
 

Nervioque sensa
eldolor

     

 

PRIALT

Figura 9. Muestra’ la manera en que Prialt® bloquea_ ila sefializacion
http://www.spacecoasTfedicine.com/2009/11/cone-snail-venom-effective-remedy-for-pain.hTfl
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La razon por la que este conopéptido produce paralisis en pecesy alivia el dolor

en mamiferos es debido a que es sumamente especifico para un determinado

canalde calcio y por lo tanto puede ser suministrado sin provocar el mismoefecto.

Prialt® no es el Unico caso en el que una w-conotoxina ha tenido un efecto

terapéutico. La w-conotoxina CVID perteneciente al Conus catus (Figura 10) esta

siendo investigada como un agente analgésico. Tiene la designacién farmacéutica

AM336 y esta siendo desarrollado clinicamente por Amrad, una compafia

farmacéutica Australiana.

 

Figura 10. Fotografia de Conus catus, caracol del cual se extrae la w-conotoxina CVID.

http://www.coneshell.net/pages/c_catus.hTf

Debemos de tomar en cuenta que el potencial analgésico de las w-conotoxinas

presenta dos aspectoscientificos importantes. La primera, que se ha mencionado

anteriormente, es que en la médula espinal de mamiferos las sinapsis encargadas

de causar las sefales de dolor son sumamente sensibles a ser bloqueadas por

estas toxinas. La segunda es que, a diferencia de los opiaceos que son

antagonistas de los receptores acoplados a proteinas G, estos péptidos son

antagonistas de canales de iones dependientesde voltaje. Esto permite que las w-

conotoxinas no presenten los mismos problemas que los opiaceos, que al ser

administrados por un largo periodo provocan que el paciente se vuelva tolerante al

farmacoy porlo tanto dejen de serefectivos (Terlau y Olivera, 2004).
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Sin embargo, no sélo las conotoxinas han sido desarrolladas como farmacos,los

conopéptidos que son pobres en enlaces disulfuro también han presentado

resultados alentadores. La conantocina-G, que tiene como blanco molecular jos

receptores de NMDA,y contulacina G, agonista del receptor de neurotensina, son

péptidos aislados de Conus geographus y que ha sido desarrollados para tratar la

epilepsia y el dolor, respectivamente. Ambos péptidos se encuentran en ensayos

clinicos en la fase | de humanos (Craig ef a/, 1999 citado en Terlau y Olivera,

2004)

IL9 Conus regularis

Ha sido poco lo que se ha estudiado de esta especie, y por lo tanto, es poca la

informacion que se tiene de ella. La forma mas comun de Conus (LeptoConus)

regularis (Figura 11) es una concha alargada y delgada, con una espiral poco

pronunciada, de color de fondo blanco marfil y con manchas rectangulares en

espiral color café. En promedio mide de largo 59 mm tiene un diametro de 32

mm; habita en el intermareal, en profundidades de 5 a 90 m. Se encuentra

distribuido en Bahia Magdalena, Baja California, y se puede encontrara lo largo

de todo el Golfo de California, y sobre la costa del Pacifico, hasta llegar a Panama.

Como se mencion6,la informacién que existe en la literatura es minima, por fo que

fue necesario utilizar las observaciones que el trabajo de campo nos pudiera

ofrecer. Nos dimos cuenta que Conus regularis habita en las mismas

profundidades que otro cénido de la misma region, Conus ximenes. No obstante

Conus regularis habita tan solo en zonas lodosas, mientras que C. ximenes se

limita a las areas arenosas; ademas de que este ultimo se encuentra en una

mayor proporcién que C. regularis. El hecho de que habite en zonas lodosas nos

permite inferir que su alimentacion esta basada en gusanos, no obstante esto es

un hecho que se atin no se ha comprobado.
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Figura 11. Fotografia de una concha perteneciente a Conusregularis.

http://www.coneshell.net/pages/g_regularis2317.hTf

En trabajos realizados por el equipo del Laboratorio de Biotoxinas del Centro de

Investigaci6n Cientifica y Educacién Superior de Ensenada (CICESE), en

especifico en la tesis de maestria de Oscar Martinez Galvan, se ha trabajado con

el veneno deC.regularis. En esta tesis se realizé una caracterizacion bioquimica

de los componentes mayoritarios del veneno de este caracol. El veneno se purificd

utilizando HPLC y se obtuvo una secuencia parcial de una O-conotoxina con un

posible blanco molecular sobre canales de Ca?".

Cuando se realiza una extraccién del veneno, como esen el caso de la tesis de

Oscar Martinez,se lleva a cabo un fraccionamiento y purificacién de éste que nos

permite observar sus blancos moleculares. Sin embargo, a partir de fuentes

naturales sdlo pueden obtenerse conotoxinas en pequefas cantidades quelimitan

su disponibilidad para la investigacién; por lo tanto surge una necesidad de

producir estos péptidos a mayor escala. Hasta la fecha no existe un estudio del

veneno de C. regularis desde un punto de vista molecular. La secuenciacién de los

aminoacidos que componen a un determinado conopéptido puede descifrarse

gracias a la deducciédn de su secuencia de ADN complementario (ADNc). Porlo

tanto, si construimos una Biblioteca de ADNc del veneno deC. regularis podremos

contar con un bancode datos de las conotoxinas de este caracol, que combinado
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con la observaci6n de los blancos moleculares sobre los que acttia el veneno, nos

permitira tener una informacién mucho mas completa del potencial farmacolégico

que pueda tener.
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lll. JUSTIFICACION

 

EI estudio del veneno de [os caracoles del género Conus no sdlo es importante en

la industria farmacolégica, sino que también es sumamente util como herramienta

a la hora de entender el funcionamiento de los organismos a nivel celular. No

obstante, debido a que es imposible conocer en detaile las interacciones que

existen entre una determinada especie de cdnido y el ambiente que le rodea,el

espectro farmacolégico que un determinado veneno pueda presentar no puede ser

conocido a priori.

Por lo tanto, el potencial que una determinada especie de Conus pueda tener

dentro de la industria biotecnolégica sélo se puede conoceral realizar un estudio

exhaustivo de su veneno,el cual suele serlimitado.

Los caracoles marinos Conus regularis, pertenecientes ai estado de Baja

California, han sido poco estudiados con respecto a su veneno y a su biologia en

general; por lo tanto un estudio de las toxinas presentes en el veneno de estos

caracoles nos permitira determinar si estos animales son un recurso regional con

potencial biotecnolégico. Con la ayuda de este trabajo podremos dirigir nuestra

busqueda de una manera masprecisa y acertada en el descubrimiento de nuevos

blancos farmacoldgicos.
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IV. HIPOTESIS

 

Con base a la interpretacién de las observaciones obtenidas en el trabajo de

campo, donde Conus regularis se limita a vivir en zonas lodosas, mientras que C.

ximenes habita las zonas arenosas, se proponela siguiente hipdtesis:

Los caracoles marinos Conus regularis producen toxinas similares a aquellas

encontradas en los conidos que se alimentan de gusanos poliquetos.
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V. OBJETIVO GENERAL
 

Realizar un estudio de los genes que codifican para el veneno del caracol Conus

regularis, lo que permitira predecir sus interaccionesbidticas.

V.1 Objetivos Particulares

41. Obtener una biblioteca de ADN complementario (ADNc) de las conotoxinas

presentes en el venenototal de Conus regularis.

2. Realizar un analisis exhaustivo de las secuencias obtenidas;clasificando,si

es posible, en las diferentes superfamilias que se conocen para el género

Conus.
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VI. MATERIALES Y METODOS

 

VI.1 Obtencidén de los especimenes.

Los caracoles marinos de la especie Conus regularis fueron colectados por un

buzo, en base a las caracteristicas morfolédgicas de la especie, en la zona

intermareal de Bahia de los Angeles (Figura 12) localizada al sur del estado de

Baja California, 280 55’ 00.00” N y 1130 32’00.00” O. Esta bahia se caracteriza

por su gran productividad y riqueza biolégica, y al ser un lugar apartado de

grandes ciudadeses idéneo para la coleccién de especimenes. A pesar de que no

existe un estudio previo que nos indique una pauta sobre las tallas ideales para

colectar organismos,se decidiéd empiricamente colectar Unicamente caracoles que

tuvieran una longitud alrededor de los 34 mm;esto para evitar capturar aquellos

que no se hubieran reproducido y que ademas, al tener ductos muy pequefios,

tuvieran que ser colectados en grandes cantidades para poder recabarel material

necesario para el experimento. Los organismos fueron transportados vivos hasta

Ensenada donde fueron aclimatados para despuésserllevadosal laboratorio, una

vez ahi se limpiaron rapidamente con agua destilada con la finalidad.de eliminar

arena y especies ajenas a la colecta. Posteriormente fueron colocados de cinco en

cinco en tubostipo Falcon de 50 ml para después ser empaquetados en bolsas de

plastico, etiquetados y colocados a -800C.
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Figura 12. Imagen satelital de la zona de colecta, Bahia de los Angeles, marcada con unaestrella.

VI.2 Obtenci6n de ductos para extraccién de ARN de Conus

regularis.

Los caracolesutilizados para realizar las dos extracciones de ARN deC. regularis

fueron aquellos que correspondena la que se denomino como Colecta IV, la cual

lleg6 al laboratorio el 28 de Septiembre del 2010.

Para poderllevar a cabo la diseccién fue necesario centrifugar al organismo a 4°C,

a 10, 000 rpm durante 15 minutos. Una vez extraido el organismo de su concha,

debido a que el ARN se degrada facilmente y por lo tanto el procedimiento es

delicado, se llevd a cabo la diseccién (Figura 13) con muchocuidado. Se limpid la

superficie con RNAse AWAYy seesterilizé todo el material que se iba a utilizar;

conforme se iba disecando, cada ducto fue enjuagado con agua con DEPC y

después colocado en 300 ul de RNAlater®. Los tubos fueron dejados en solucién

a 4 °C durante toda la noche para después ser almacenados en la misma soluci6én

pero a -80 UC.
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Figura 13. Diseccion de Conusregularis. Podemosobservar, de arriba hacia abajo: la concha,el aparato

venenosoy el cuerpo del organismo (Martinez, 2010).

VI.3 Extraccion del ARN del veneno.

EL ARNtotal del ducto venenoso se extrajo utilizando la técnica de aislamiento de

TRIzol® Plus (Invitrogen). Esta técnica combina la propiedad quetiene el reactivo

del TRIzol®, que provoca unalisis celular, con la eficiencia que tienen las

columnasdecentrifugacion desilice para retener el ARN total. Estas columnas de

silice pertenecen al mini kit de Purificacion de ARNtotal utilizado: PureLink™ RNA

Mini Kit (Invitrogen). Durante todo el tiempo en el que se trabajo con ARNseutilizo

un area designada unicamente para ello, se mantuvieron las pipetas sumamente

limpias con RNAse AWAYy seutilizaron puntas y tubos libres de ARNasas. Los

guantes se cambiaron constantemente, sobre todo conforme se iba avanzando de

un extracto crudo a un material mas puro. El rotor del homogenizadorfue limpiado

con los siguientes reactivos en el orden en que son mencionados: NaOH 0.2 M,

etanol al 100% y agua destilada. El protocolo se divide en dos partes: 1)

Separacion de Fasesy 2) Union, lavadoy elucion.
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VI.3.1 SEPARACION DE FASES

Para poder empezar fue necesario juntar todos los ductos y pesarlos en una

balanza analitica. Por cada 50-100 mgdetejido se afiadio 1 ml de reactivo TRIzol®

para después homogenizar con el rotor y dejar incubar durante 5 minutos,

permitiendo asi que se disociaran completamente los complejos de

nucleoproteinas. Posteriormente se afadiéd 0.2 ml de cloroformo por cada ml de

TRizol® utilizado, el tubo se agité vigorosamente con la mano durante 15

segundos, se dejo reposar por 3 minutos y se centrifug6 a 12,000 rom durante 15

minutos a 4 °C.

La adicién de cloroformo a la muestra, seguida de la centrifugacién nos permite

separarla solucién en una fase acuosa superior que contiene al ARN y una fase

organica inferior que contiene al fenol (Figura 14). La fase superior (transparente)

se transfirid a un tubo nuevo, midiendo siempre cuanto volumen existia (se sabe

que es alrededorde 400 ul). A continuacién se afadid el mismo volumende etanol

al 70% y se mezclé mediante vortex, invirtiendo posteriormente el tubo para

dispersar cualquier precipitado que se hubiera podido formar.

400,11

Oo 600p1

Figura 14. Esquema de como quedael tubo despuésde afiadir el cloroformo y ser centrifugado.

VI.3.2 UNION, LAVADO Y ELUCION

Se transfirieron 700 ul de la muestra anterior a un cartucho de centrifugado con su

correspondiente tubo de colecta (Figura 15). Estos cartuchos vienen incluidos en
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el mini kit y contienen una membrana transparente de silice que retiene el ARN

total de la muestra. Se centrifug6 a 12,000 rpm durante 15 segundos a

temperatura ambiente. Se descartd el fluido que paso a través de la membrana y

que ya no es de nuestro interés. Se volvid a repetir todo el procedimiento hasta

que la muestra completa paso a través de la membranadesilice. Posteriormente

se afiadieron 700 ul de Buffer de Lavado | al cartucho de centrifugado y se

centrifugo en las mismas condiciones anteriores. Se descarto tanto el fluido como

el tubo de colecta y se colocé al cartucho de centrifugado en un tubo de colecta

nuevo.

 

Figura 15. Muestra un tubo de colecta, un cartucho de centrifugado con una membranadesilice y el
mismocartucho de centrifugado con membrana dentro de su correspondiente tubo de colecta.

Se afiadieron 500 ul de Buffer de LavadoII al cartucho de centrifugado y se volvié

a centrifugar en las mismas condiciones. Se descarté el liquido y se reinserté el

cartucho de centrifugado en el mismo tubo de colecta. Se volvié a afiadir la misma

cantidad de BufferIl y se repitid el procedimiento. A continuacién se centrifugo el

cartucho de centrifugado en el tubo de colecta a 12, 000 rpm por 1 minuto a

temperatura ambiente para de esta manera secar la membrana que contiene al

ARNtotal adherido a ella. Se descarté el tubo de colecta y se insert6 el cartucho

de centrifugado en un tubo de recuperacion. Finalmente se realizo la elucién del

ARNtotal, en ambas extracciones se utilizaron dos cantidades de 50 ul de agua

libre de ARNasas.

Una vez llevada a cabola eluci6én se incubé por 1 minuto y se centrifugé a 12,000

rpm por 2 minutos a temperatura ambiente, finalmente se almacend el ARN a -80
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°C. Para poder darnos una idea de la calidad del ARN total que extrajimos fue

necesario medir la densidad éptica (DO) con la ayuda de un espectrofotémetro de

la marca Biotek. Este equipo requiere Unicamente 2 yl de la muestra y 2 ul de un

blanco con el cual compararla, el cual suele ser agua libre de ARNasas. El

espectrofotémetro mide las longitudes de onda a 260 y 280 nm y con ayuda de un

software calcula la razon que existe al dividir los resultados de 260 entre los de

280 nm; posteriormente, dependiendo del tipo de muestra con el que se esté

trabajando, ADNcd, ADNes o ARN, multiplicara este resultado por 40, 37 o 33

respectivamente, lo que nos dara los resultados en conceniraciones de ng/ul.

Ademasse corriéd un gel de agarosa al 1% que, a pesar de no ser especifico para

ARN, nos ayudé a darnos una idea de qué era lo que teniamosal final del

procedimiento.

VI. 4 Creacion de la 1er Biblioteca de ADNc de Conus regularis.

VI.4.1 CREACION DE ADN DE CADENA SENCILLA.

Si se quiere construir una biblioteca de ADNclo primero que se tiene que hacer es

pasar de ARN a ADNdecadenasencilla (ADNcs). Para la creacion de ADNcs se

utiliz6 el kit de Construccién de Bibliotecas de ADNec dirigido In-Fusion®

SMARTer’de Clontech, el cual es un método robusto que requiere poca cantidad

de ARN y que nos permite obtener ADNcdealta calidad y de tamafio completo.

La funcién de la transcriptasa reversa (TR) es pasar de ARN a ADNcs. No

obstante la TR no siempre es capaz de transcribir un ARN mensajero (ARNm)

completo y muchas veces el extremo 5’ de los genes queda sesgado en las

poblaciones de ADNc, sobre todo en ARNm que son muylargos. La sintesis de

ADNe SMART(Switching Mechanism At 5’ end of ARN Template), consiste en

incorporar dos adaptadoressintéticos tanto en el extremo 5’ como enel extremo 3’

del ADNc durante la sintesis de fa primera cadena en una sola reaccioén de la TR

(Figura 16). En este protocolo un primer oligo (dT) modificado (3’In-Fusion
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SMARTer CDS Primer) inicia la sintesis de la primera cadena de ADNc, mientras

que el oligo SMARTerV sirve como un templado corto en el extremo 5’ del ARNm.

Cuando la TR llega al extremo 5’, la actividad transferasa de la enzima terminal

afiade unos cuantos nucledtidos (en la Figura 16 representados como XXX) al

extremo 3’ del ADNc. El oligo SMARTer V aparea sus bases con estos nucledtidos

adicionales creando un templado extendido, de esta manera la TR cambia de

templado y continua replicando hacia el final del oligonucledétido. El ADNcs

resultante contiene un extremo 5 completo, asi como una_ secuencia

complementaria al oligo SMARTer que sirve como unsitio de inicio universal en

las subsecuentes amplificaciones mediante PCR. Sdlo aquellos ADNcs que

tengan la secuencia SMARTen el extremo 5’, y que porlo tanto estén completos,

podran servir como templados y podran ser exponenciaimente amplificados.

BAADpal F

3th —  Oligonuctestido In-Fusion SMARTer CDS:

Oligonucteatido Sintesis de la
SMARTerV primera cadena

FAPAPAANAALN polyps Tranzcripcién incompleta o terminacién
6Oheer prematurs de la RT

Cambio de templado y SPARADAALNS DOA
extensign por la RT Ki

ADNctruncadp (carece delsitio de

FaeXXXADLpoly unién del oligonucledtido 5")
Asi

teen ih " ce No puede ser clonado o convertido
Ligacion dependiente de una reacci6n en en ADNe de doble cadena

cadena de la polimerasa.

——!
ADNc completo de doble cadena.

Figura 16. Esquema de cémoserealiza la sintesis del ADN complementario, aquellos que no contienen

a los cebadores SMARTno podraénser convertidos a ADN de doble cadena (Modificado de Manual de

Usuario de Clontech).
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EI método consiste en el siguiente procedimiento:

Se combinaron 3.5 ul de ARN con 1 ul del cebador 3’ SMART CDS PrimerII A

(12uM) que se muestra a continuacién:

5’ -AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT(30) N-1N-3’ en donde N= A, C, Go

T; N-1=A, GoC.

Se mezclaron bien los dos componentes y después se incubaron a 72 °C en un

termociclador por 3 minutos, para después reducir la temperatura a 42 °C por 2

minutos. Mientras se realizaba la incubacién se preparé la “Mezcla Maestra” (ver

anexo) y una vez terminada la incubacién se afadieron 5.5 yl de esta mezcla al

tubo de reaccién, asegurandose de que estuvieran bien mezclados.

Posteriormente los tubos se incubaron a 42 °C por 90 minutos, seguidos de 10

minutos a 68 °C para terminarla sintesis de la primera cadena de ADNc.

VL4.2 CREACION Y AMPLIFICACION DE ADN DE CADENA DOBLE

MEDIANTEPCR.

Para crear el ADN de cadena doble (ADNcd) se combinaron los siguientes

reactivos: 2 ul de ADNcs, 80 ul de agua desionizada, 10 pl de Buffer Advantage

2PCR 10x, 2 pl de mezcla de dNTP 50X (10 mM), 2 pi de Primer I A PCR 5’ (42

yM) y 2 ul de mezcla de polimerasa 50X.

Se program6el termocicladorde la siguiente manera:

1. 95°C por 1 minuto

95 °C por 15 segundos

65 °C por 30 segundos

68°C por 6 minutos

Regresaral paso 2 por 30 veces

o
a

fF
O
N

68 °C por 10 minutos
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La creacién de ADNcdse realiz6 portriplicado para de esta manera contar con el

suficiente material para crear la biblioteca. Una vez sintetizada la doble cadena,

fue necesario juntar los productos del PCR, para esto se llevé a cabo el siguiente

procedimiento: se afiadieron 5 volimenes de Buffer PB (Binding buffer), seguidos

de 10 pl de acetato de sodio 3 M, se mezclé mediante vdrtice y se centrifugéd

brevemente en una microcentrifuga. Posteriormente se pasdé el volumen a un

cartucho de centrifugado con una membrana especifica para ADN se centrifugé

a 12, 000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente. Este procedimienio se repitid

con los otros dos tubos que contenian al ADN de doble cadena, siempre utilizando

la misma membrana. A continuacién se lavé la membrana con 0.5 ml de Buffer PB

y se volvid a centrifugar en las mismas condiciones, posteriormente se lavé con

0.75 ml de Buffer PE (Wash Buffer) y se centrifug6 de la misma manera.

Finalmente se centrifugé por 2 minutos para secar completamente la membrana y

despuésllevar a cabo la elucién de ADN con 80 ul de Buffer EB (Elution Buffer).

Se midié la concentracién de ADN en la muestra y se corrié un gel para identificar

la calidad del ADN.

V1.4.3 FRACCIONAMIENTO DEL ADNc.

Para estar completamente seguros de que el ADNc obtenido es del tamafio

deseado y deshacernos de productos contaminantes que puedan reducir la

calidad de nuestra biblioteca, se llev6 a cabo un fraccionamiento que nos

permitiera quedarnos Unicamente con ADNc de gran tamafio. Para esto se utilizé

una columna con una resina que permitiera el paso de moléculas grandes y

atrapara aquellas moléculas cuyo tamafio no nos interesa. No obstante debemos

de tomar en cuenta que el fraccionamiento por columna sdlo nos permite

deshacernos de nucledtidos y pequefios cebadores que pudieran existir, pero no

nos permite hacer una diferenciacién exacta de los distintos tamafios de ADNc

que estan en la muestra.
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Se etiquetaron 16 tubos de 1.5 ml, se prepar6é una columna colocdandola en un

soporte universal y permitiendo que el buffer de almacenamiento se drenara

completamente. El gel de la columna tenfa que estar hasta la marca de 1 ml el

flujo debia de ser el correcto (gotas de 40 ul cada 40-60s). Una vez que el buffer

del almacenamiento dejaba de salir se afiadian 700 ul de buffer de columna y se

dejaba que se drenara. Después de 15-20 min (una vez que este ultimo buffer dejé

de salir) se afiadid cuidadosamente y de manera homogénea la muestra que

contenia el producto final de los PCR con 2 ul de xileno cianol; ademas se enjuagé

el tubo que contenia al ADN con 100 ul de buffer de columna y se agreg6 a la

columna. Se dej6é que el buffer saliera de la columnay porlo tanto que el colorante

avanzara y se colocé el primero de los 16 tubos debajo de la columna. A

continuaci6n se afiadieron 600 ul de buffer de columna y se comenzo a colectar

cada gota en cada tubo. Posteriormente se preparé un gel de agarosa al 1.1% y

se corrieron 3 ul de cada tubo con 2 ul de colorante en cada pozo. Se colocé una

escalera de ADN en medio de Jos pozos y colorante en los extremos, se detuvola

corrida cuandoel colorante habia migrado 2 cm. Este gel nos permitié observarlas

fracciones que contenian al ADNcdeinterés.

Se juntaron las fracciones que nos interesaban, se afadieron 1/10 volumenes de

acetato de sodio (3M), 1.3 yl de glucégeno (20 mg/ml) y 2.5 volumenes de etanol

al 95% a -20°C. Se mezclé bien y se dej6 reposar a -20 °C toda la noche.

Posteriormente los tubos se cenirifugaron a 14,000 rpm por 20 minutos a

temperatura ambiente y con mucho cuidado se removid el sobrenadante, se

centrifugé el tubo brevemente y se elimind el liquido restante para después dejar

secar por 10 minutos. El pellet fue resuspendido en 10 ul de agua desionizada y

se mezclé cuidadosamente.
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V1.4.4 CLONACION, TRANSFORMACION Y AMPLIFICACION DE LA ter

BIBLIOTECA DE ADNc.

VI.4.4.1 CLONACION

EI vector utilizado para ligar a nuestro ADNc es el que venia con el kit de

Construccién de Bibliotecas In-Fusion® SMARTer’’ de Clontech: el vector

linearizado pSMARTZ2IF (Figura 17). Este vector es una versién modificada del

vector pUC19 ya que sus extremos rasurados contienen secuencias de 15 pares

de bases que son complementarias a los extremos del ADNc generado, lo que

permite que puedan ligarse facilmente. El vector le confiere a la bacteria de

Escherichia coli resistencia a la ampicilina por lo que después de realizar la

transformacién podemos quedarnos Unicamente con aquellas bacterias que hayan

incorporado el vector. Ademas el vector pSMARTZ2IF esta disefiado para que el

ADNcse ligue de tal manera que interrumpa al gen que codifica para LacZa, que

como veremos mas adelante es importante a la hora de determinar cuales

bacterias contienenalinserto.

In-Fusion
Cloning Site facZa.

(part A)facha.   
pSMART2IFD Linearized

2716 bp

Figura 17. Mapadelvector linearizado pSMARTZ2IF. Las regiones coloreadas de negro corresponden ala
secuencia de 15 pares de base que son complementarias al extremo 5’ del cebador SMARTerII A. El

sitio de clonacién se encuentra de tal manera que interrumpe al gen de LacZa, que codifica para el
fragmento N-terminal de B-galactosidasa, cuya expresiénesta dirigida por el promotor fac (Plac). Se
muestrael origen de replicacién pUC la region que confiere resistencia a la ampicilina Ampr. Tomado

del manual de Clontech.
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Se llevaron a cabo dos reacciones de clonacién separadas con distintas

concentraciones de ADN (ademas de un control negativo) para poder determinar

la razon optima ADNc-vector (Ver Tabla 1).

Se mezclaron los contenidos de acuerdo a fa Tabla | y se centrifugaron

brevemente en una microcentrifuga. Posteriormente se incubaron a 37 °C por 15

minutos, para incrementar la temperatura a 50 °C por 15 minutos finalizar la

reacci6n en hielo. Una vez finalizada la reacci6n se hizo unalimpieza rapida de la

enzima con una resina. Para esto se afiadieron a cada uno de fos tubos 90 yl de

Buffer TE (Buffer Tris-EDTA) y 10 ul de Resina QuickClean. Se utiliz6 vortex por

un minuto, se centrifug6 y se transfirid el sobrenadante a tubos nuevos.

Posteriormenie se afadid 1.5 pl de glucdgeno y 280 ul de etano! al 100%. Se

mezclé bien y se dejé incubar por 2 horas a -70 °C. Finalmente se centrifugé

durante 20 minutos a 15, 000 rpm y con mucho cuidadoseretiré el etanol teniendo

cuidado de no tocar el pellet. Se dejd secar por 10 minutos y finalmente se

suspendi6 cada uno delos pellets con 10 pl de agua estéril.

Tabla |. Guia de cémoprepararlas reacciones parallevar a cabola clonacién

 

Reactivos Tubo A Tubo B Control Negativo

Buffer In-Fusion 5X 2 ul 2 ul 2 ul

Vectorlinearizado pSMARTZ2IF (150 ng/ul) 2 ul 2 ul --

ADNc SMARTer 4ul 5 ul 5 ul

Enzima In-Fusion 1 yl 4 ul 4 ul

H,0 destilada, desionizada 2 ul 4 ul --

Volumentotal 10 ul 10 Wl 10 ul

V1.4.4.2 TRANSFORMACION

Antes de llevar a cabo la transformacién es necesario preparar cajas con agar y

medio LB con ampicilina de concentracién 100 yg/mi, con 100 yl de IPTG (1 mM)
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y con 40 ul de X-Gal (75 ug/ml). La ampicilina nos permite crecer Unicamente las

células de E. coli que contengan al vector ya que éste les confiere resistencia a

este antibidético en particular. Por otro lado la B-galactosidasa, codificada porel

gen /acZ, es una enzima que se compone de 2 subunidades: una codificada porel

vector (LacZa) y la otra es codificada por el cromosoma (LacZQ). Esta enzima,

que le permite a la bacteria de E. coli hidrolizar B-galactosidasa en monosacaridos,

solo podra ser funcional si las dos subunidades estan presentes. Al insertar el

ADNcenel vector se realiza de tal manera que interrumpa al gen que codifica

para LacZa.

El X-gal que se coloca en las cajas es degradada porla ®-galactosidasa (inducida

por el IPTG) dando como resultado galactosa y 5-bromo-4-cloro hidroxindol, éste

ultimo sera oxidado en 5,5’-dibromo-4,4’-dicloro-indigo (un producto de color azul

insoluble). De esta manera en sumamentefacil distinguir aquellas colonias que no

han sido transformadas correctamente porque sus vectores no contienen la

secuencia de interés y porlo tanto tienen un gen /acZ totalmente funcional (seran

de color azul), de aquellas colonias cuya 8-galactosidasa no tiene las dos

subunidades y que porlo tanto han tenido una transformacién exitosa (seran de

color blanco).

Para transformarlas bacterias de Escherichia coli se llevé a cabo lo siguiente: se

descongelaron en hielo células electrocompetentes cuya eficiencia era mayor a

4x10° ufciug de ADN. Estas células se utilizaron inmediatamente después de

descongelarlas para aumentarla eficiencia de la electroporacién. Posteriormente

se pipetearon 25 ul de estas células en tubos de 1.5 ml previamente enfriados. A

cada uno de los tubos se agregé 5 ul de la reaccién correspondiente preparada en

la clonacion (Ver Tabla II) y después se transfirid cada mezcla en cubetas de 0.1

cm previamente enfriadas. A continuacién se electroporé mediante una descarga

eléctrica, retirando inmediatamente las cubetas del electroporador. Posteriormente

se agregaron 970 ul de medio LB a cada una de las cubetas y se transfirié el
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volumen total a tubos de propileno etiquetados como A, B y negativo. Se

incubaron con agitacién (225 rpm) por una hora a 37 °C. Finalmente se sembraron

150 ul de cada uno delos tubos en las cajas preparadas anteriormente, se dejaron

crecer las colonias por 12 horas y se hizo una seleccién de aquellas colonias que

eran blancas. :

VL4.5 VERIFICACION DEL TAMANO DEL INSERTO EN LAS COLONIAS.

Una vez obtenidas las colonias, es necesario verificar que estas contienen el

plasmido del tamafio deseado. Para esto se realizé una reaccién de PCR con 50

colonias. Se utilizé la siguiente mezcla de reactivos:

° Buffer Advantage 2PCR:50 ul

«® dNTP (10 mM): 10 pl

e Oligonucledtido Sentido (5 uM): 25 ul

¢ Oligonucledtido Antisentido (5 uM): 25 ul

e Enzima Advantage:10 ul

© H20: 380 ul

« Volumen total: 500 ul

Estos oligonucledtidos sentido y antisentido estan provistos por el kit y tlenen su

secuencia de reconocimiento en el vector. Se enumeraron los tubos de PCR y se

colocaron 10 ul de la muestra en cada uno de ellos. Posteriormente con una punta

de 10 ul estéril se tomdé una de las colonias y se mezclé en la solucién, después,

con la misma punta, se transfirié a una caja petri de agar nueva, empleando una

rejilla numerada que nos permitiria posteriormente identificar a la colonia. Se

utiliz6 el siguiente programapara la reaccién de PCR:

95 °C por 3 minutos

95 °C por 30 segundos

60 °C por 30 segundos

fF
w
N

>

68 °C por 3 minutos
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5. Ir al paso 2 por 38 veces

6. 68°C por 10 minutos

Después de haber terminado la reaccién de PCR se agregé a cada tubo 1 ul de

colorante 10X y se corrieron en un gel de agarosa al 1%, al mismo tiempo que una

escalera de ADN 2log. El gel se corriéd por 45 minutos a 100 Volts. Se escogieron

aquellos insertos que eran mayores a 500 pb, esto en base al tamajfio de! vector y

al tamafio que las toxinas que el género Conus suelen tener (un minimo de 250

pb).

VL4.6 CRECIMIENTO DE LAS COLONIAS Y EXTRACCION DEL PLASMIDO.

Se pipetearon 4 ml de medio LB con ampicilina (100 yg/ul) en tubos Falcon de 14

ml y se inocularon con ta colonia deseada, para después dejar incubar 12 horas a

250 rpm a 37 °C. Después de la incubacién los tubos se centrifugaron por 20

minutos a 4 rpm a 4°C,se retiré el sobrenadante y se colocé en hielo para poder

extraerel plasmido con el kit Miniprep QliAprep®.

Este kit consiste en el siguiente procedimiento. El pellet se resuspende en 250 ul

buffer P1 (siempre manteniendo el buffer en hielo) que permite estabilizar a las

bacterias y agrega el indicador que cambiara de color a azul al agregar el

siguiente buffer. Posteriormente, cada pellet se transfiere a un tubo eppendorf de

1.5 ml y se agregan 250 ul de buffer P2 el cual provocala lisis celular y por lo tanto

la salida de todos los componentes. En este punto se mezcla con muchisimo

cuidado ya que el ADN gendémico podria romperse facilmente. A continuacion se

agregan 350 ul de Buffer N3 y se mezcla suavemente hasta que la mezcla

adquiere una tonalidad blanca. Se centrifuga a temperatura ambiente por 10

minutos a 13, 000 rpm. Una vezfinalizado este paso, con mucho cuidado se pasa

el sobrenadante a un cartucho con membrana y se centrifuga en las mismas

condiciones por un minuto. Después se descarta el liquido y se agrega a cada
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membrana 0.5 ml de Buffer PB y se centrifuga en las mismas condiciones

anteriores, éste buffer bloquea la actividad de las nucleasas que pudieran quedar.

Se vuelve a descartar el liquido y se agregan 0.75 ml de Buffer PE para centrifugar

de la misma manera. Posteriormente el cartucho vacio se centrifuga durante 2

minutos a 13, 000 rpm a temperatura ambiente, después se colocan 40 ul de

Buffer EB, se deja reposar durante 2 minutos y finalmente se centrifuga de la

misma manera.

VI.4.7 SECUENCIACION

Una vez obtenido el piasmido, se obtuvo la concentracién de ADN en cada uno de

los tubos obtenidos y se trabajé Unicamente con aquellos cuya concentraci6n era

mayor a 80 ng/yl. Para enviar a secuenciar es necesario utilizar alrededor de 1200

ng de ADN, por esta razon se dividid 1200 entre la concentracién de cada

plasmido, obteniendo asi la cantidad de microlitros requeridos.. A cada tubo con

ADNsele afiadié 2 pl de cebadores 5 uM (ya sea sentido o antisentido) y, en caso

de ser necesario, se complet6 con agua libre de ARNasas para obtener un

volumen total de 12 ul. Se mandaron a secuenciar un total de 24 clonas, 12 con

cebadoresantisentido y 12 con cebadoressentido.

Para analizar las clonas se realizé lo siguiente:

1. Primero se revisé que existia un inserto en la secuencia y que no era

unicamente el plasmido.

2. Se tomd la secuencia de nucledtidos y se utiliz6 BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para verificar si existia algo similar

en esta base de datos.

3. Posteriormente con ayuda de Expasy (http://expasy.org/tools/ADN.NTA) se

tradujo la secuencia a aminoacidos.

4. Esta secuencia de aminodcidos se volvié a comparar con la base de datos

de BLAST. ,

 



42

5. Con ayuda de la siguiente pagina: http:/Awww.cbs.dtu.dk/services/ProP/ se

verifico si esta secuencia tenia una secuencia sefial y porlo tanto si era una

proteina secretada porla célula.

VI. 5 Creacién de la 2nda biblioteca de ADNc.

Para poder descartar errores se decidiéd realizar una segunda biblioteca, bajo las

mismas condiciones que la anterior, sdlo con las siguientes variantes:

v Enlugarde utilizar una concentracién de ARN de 159 ng/ul (perteneciente

a la ‘era extraccién) se utiliz6 una concentraciébn de 986 ng/ul

(perteneciente a la 2nda extracci6n).

Y Para la sintesis de la cadena sencilla se realizaron dos reacciones de 100

yl cada una y por lo tanto se utilizaron dos columnas para realizar el

fraccionamiento.

v Para la clonaci6n se utilizaron 3 volimenes de ADN: 3 ul (VolumenA), 4 ul

(VolumenB) y 5 pl (Volumen C).

Vl. 6 Creacion de la 3era biblioteca de ADNc.

La 3era biblioteca de Conus regularis se realizé de manera sumamente similar a

las dos anteriores, con las siguientes variantes:

v¥ Al mismo tiempo que se realizaba Ia biblioteca para C. regularis se decidio

correr un control con ARN de higado deratén.

v Para llevar a cabo la clonacién se utilizé un protocolo distinto. En lugar de

utilizar el kit SMARTerse utiliz6 el kit In-Fusion® HD cloning. Para este tipo

de clonacién se requiere 50-200 ng de vector e inserto. El vector que se

utilizé es el mismo que en las bibliotecas pasadas. Los reactivos se

muestran en la Tabla Il. Una vez mezclados los reactivos que se muestran

en la tabla se incuba la reaccién por 15 minutos a 50 °C para después

colocaren hielo.

 



43

Tabla fl. Componentesa afiadir para llevar a cabola clonacidn.

 

Componente Reaccién de Control negativo Control positivo

Clonacién (higado de ratén)

Fragmento 10-200 ng -- 40-2200 ng

purificado

Vector Linearizado 50-200 ng Tul 50-200 ng

Premix de Enzima 2 ul 2 ul 2 ul

HD In-Fusion 5X

Agua desionizada Completar a 10 ul Completar a 10 yl Completar a 10 ul

¥ Después de llevar a cabo la transformaci6n volvimos a obtener pocos

resultados. Por lo tanto se decidié cambiar la manera de transformar tas

células de E. coli ya que se sospecho queera la transformacién la que no

estaba funcionando. Para esto se utilizaron células de E. coli quimicamente

competentes (Stellar cells) que se descongelan en un bafio de hielo. Se

colocan 50 ul de estas células en tubos de 1.5 mi previamente enfriados y

etiquetados como 1, 1:5, 1:10 y ratén. De la mezcla de la clonacién se

afadié 2 ul en los tubos 1 y ratén. Del restose afiadieron también 2 yl de

la clonaci6n de C. regularis en una dilucion 1:5 y 2 ul de una dilucion 1:10.

Posteriormente los tubos se incuban en hielo por 30 minutos, después se

dio un choquede calor por 60 segundos a 42 °C. A continuacién se agregé

medio SOC (precalentado a 37 °C) para obtener un volumen final de 0.5

mi. Se sembraron 200 ul de cada una de las transformaciones en cajas de

agar con X-Gal e IPTG.

v La verificacién del inserto se realizé de la misma manera en que se habia

estado haciendo enlas bibliotecas anteriores con la diferencia de que se

analizaron en tandas de 96 bacterias.

Y Dela caja 1 se mandaron a secuenciar 53 clonas. De las cajas 2, 3, 4 y 9

se mandaron a secuenciar 59 clonas.
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VI. 7 Creacién de la 4ta biblioteca de ADNc.

Se decidié realizar una nueva biblioteca utilizando sdlo ARN poli A* en lugar de

ARNtotal, esperando que esta vez se obtuvieran un mayor numero de toxinas.

Debido a que para poder crear ARN poli A* era necesario utilizar todo el ARN con

el que contabamos, se consideré necesario crear antes de la biblioteca de poli A’,

una Ultima biblioteca con ARNtotal (4ta biblioteca).

El procedimiento fue sumamente similar al que se habia utilizado con las

bibliotecas anteriores, con las siguientes variantes:

v

v

Se partid de ARN cuya concentracién era de 986 ng/ul (2nda extraccién,

1era elucion).

Todoslos reactivos que se utilizaron fueron preparados bajo una campana

de flujo laminar.

Se optimizaron la cantidad de ciclos necesarios en la reacci6n de PCR para

sintetizar la doble cadena. En lugar de utilizar 30 ciclos como en las veces

anteriores, se utilizaron 25 ciclos. Para llevar a cabo la optimizacién se

realizd io siguiente: se crearon dos reacciones de 100 yl cada una y se

realizaron 20 ciclos en total. De estos 200 ul se tomaron 30 ul y el resto se

guardé a -20 °C. De los 30 pl se tomaron 5 ul y se guardaron aparte. Los 25

restantes se volvieron a colocar en el termociclador para correr 5 ciclos

mas, posteriormente se tomaron 5 ul y se dejaron aparte. Los 20 ul

restantes se corrieron durante 5 ciclos mas para obtener un total de 30

ciclos. Ai final se corriéd un gel con los microlitros correspondientes a los 20,

25 y 30 ciclos.

Para la clonacién se tomaron 3, 4 y 5 ul de ADNetiquetados como tubos A,

By C. Ademasse corrié un control negativo.

Para esta biblioteca se siguid el protocolo del kit SMARTerhasta el paso de

la clonacién para después realizar la transformaci6n en células de E. coli

quimicamente competentes (Stellar cells). La transformacién se realizé con

mas de 50 ng de ADN.

 



45

VI. 8 Creacion de fa 5ta biblioteca de ADNc(utilizando ARNm)

VI.8.1 CREACION DE ARN MENSAJERO A PARTIR DE ARN TOTAL.

Para obtener el ARN mensajero se utiliz6 el kit de purificacion de ARNm MPG®.

Este kit utiliza particulas magnéticas que tienen adheridas a ellas oligo (dT)z5 los

cuales a su vez se adhieren a la colita poli A de los ARN mensajeros. E}

procedimiento consiste en lo siguiente: en primer lugar se resuspende el complejo

Streptavidin MPG® y se transfiere la cantidad que se desea utilizar a un tubo de

1.5 ml libre de ARNasas, a continuacién (con ayuda de un iman sumamente

potente) se separan las particulas magnéticas y se retira el sobrenadante. Estas

particulas se resuspenden con Buffer de union y se deja listo para cuando vayan a

utilizarse. Posteriormente se transfirid el ARN total a un tubo limpio y se completé

el volumen a 350 ul con agua libre de nucleasas para después desnaturalizarlas

estructuras secundarias que pudieran existir en el ARN con un bafio a 65 °C por 3

minutos. El ARN se transfiere al tubo con las particulas magnéticas, se incuba por

3 minutos y se retira el sobrenadante utilizando ef iman. A continuacién las

particulas se resuspenden en un Buffer de lavado tres veces para finalmente

resuspenderlas con un buffer de liberacién a 65 °C por 2 minutos. El sobrenadante

se separa con ayuda del iman y se transfiere a un tubo limpio libre de nucleasas.

Este nuevo tubo contiene ahora a nuestro ARNm.

V1.8.2 CREACIONDE LA5ta BIBLIOTECA.

La construccién de esta biblioteca se llevé a cabo de la misma manera que las

anteriores a excepcidn de jas siguientes variables:

v Para la construcci6n de la doble cadena seutilizaron 28 ciclos en el PCR.

¥ Se utiliz6 otro tipo de columnas para hacerel fraccionamiento del ADN. En

este tipo de columnas se coloca la muestra y se centrifugan, el lfiquido

colectado en la centrifugacion corresponde al ADN deseado.
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¥ Para la clonacién se utilizo el kit de HD cloning y para la transformacién se

utilizaron células de E. coli quimicamente competentes.

VI.9 Creacion de la 6ta biblioteca de ADNc (utilizando ARNm)

Se decidié repetir el procedimiento, esta vez de la siguiente manera:

v La sintesis de la primera y de la segunda cadena se realizaron con el kit

SMARTer. En lugar de 2, se realizaron 4 reacciones de 100 ul cada una

para la sintesis de la segunda cadena. Los productos de estas reacciones

se juntaron utilizando una columna de unién de ADN el producto final fue

fraccionado utilizando el mismo tipo de columnas que en las primeras

bibliotecas.

¥ Laclonacién se flevé a cabo utilizando el kit HD Cloning y la transformacion

se realizé con células de E. coli quimicamente competentes.

V1.10 Utilizacién de cebadores especificos para determinadas

familias de toxinas

VI.10.1 PRUEBA PREMILINAR

Para poder continuar trabajando con el ARNm que teniamos, se utilizaron

cebadores especificos para las siguientes familias: conantocinas, omega, mu y

alfa. Estos cebadores se presentan a continuacién con las secuencias sentido (S)

y antisentido (A), con sus respectivas temperaturas de fusion (Tf) y el numero de

pares de bases que se obtienen comoresultado de usar cada uno:

Conantocinas (Tf= 58° C, aproximadamente 430 pb)

3: 5' GCG ATG CAA CTG TAC ACG TAT CTG 3’

A 5’ AAT AAA CAT GAA AGA TTT GGG GAA 3’

Omega (Tf= 52 °C, aproximadamente 350-370 pb)
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Ss: 5’ ACC AAA ACC ATC ATC AAA ATG 3

A: 5’ GCA ATG CGG CTT TTATTT C3’

Mu (Tf= 54 °C, aproximadamente 330 pb)

Ss: 5’ CAA GAR GGA TCG ATA GCA GTT C 3’

A: 5’ ACT GCA ATC RTT TTACTT ATT C3’

Alfa (Tf= 64 °C, aproximadamente 210-225 pb)

Ss: 5 AAT AAC CAT GGG CAT GCG GAT G3’

A 5’ CTC GAG GTC GTG GTT CAG AGG 3’

Primero se realizO una prueba preliminar para determinar si al utilizar estos

cebadores existia un producto. Se prepararon 8 reacciones de 10 ul cada una

utilizando Advantage 2 PCR Buffer, dNTP 10 mM, agua, Enzima Advantage y los

respectivos cebadores, sentido y antisentido. Cuatro de las reacciones funcionaron

como blancos, no se agregé ADNc,y a las 4 reacciones restantes se les afiadié

ADNc (877 ng/ul) para comprobar que se estaba amplificando un producto. En

este caso se realiz6 una sola reaccién de PCR para los 4 cebadores,utilizando

una temperatura en comun (52°C) y los resultados se corrieron en un mismo gel.

EI programautilizado fue:

4. 95°C por 3 minutos

95 °C por 30 segundos

52 °C por 30 segundos

68 °C por 3 minutos.

Ir al paso 2 por 38 veces

o
a
k
o
N

68 °C por 10 minutos
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VL.10.2 PRUEBA ESPECIFICA

Una vez obtenido un producto preliminar se decidié realizar una prueba mas

especifica dénde se trabajara cada cebador con su temperatura de fusién

indicada. Se prepararon 5 tubos con 8 pl cada uno que contenian Buffer

Advantage 2 PCR, dNTP 10 mM, agua y Enzima Advantage. Los cebadoresy el

ADNc(alrededor de 50 ng) fueron afiadidos de acuerdo a la TablaIll.

Tabla Ill. Muestra la manera en que fueronafiadidos(+) el ADN y los cebadores.

 

Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5

ADNe + - + + +

Sentido - + + - +

Antisentido - + - + +

El programa para llevar a cabo la reaccién de PCR fue el mismo que seutilizo en

el caso anterior, no obstante cada par de cebadores para una familia fue trabajado

por separado,utilizando siempre la Tf indicada de acuerdo al aparatado VI.10.1.

VI.10.3 AMPLIFICACION DEL ADN Y EXTRACCION DEL GEL

Una vez que supimos que los cebadores estaban funcionando de la manera

adecuada, obteniendo una banda bien definida de ADN del tamafio esperado, se

decidié: realizar una amplificacin del ADNc con los mismos reactivos que se

mencionaron anteriormente sélo que en lugar de una reaccién de 10 ui para cada

cebador, se prepararon 10 reacciones de 10 ul para cada uno. El resultado de

estas reacciones se corrid en un gel preparativo de agarosa al 1% para después

extraer el ADN conel kit de Extraccién QlAquick. En este protocolo se cortan las

bandas deseadas y se pesan, a continuacién se agregan 3 voluimenes de Buffer

QG por cada volumen de gel. Se disuelve el gel con ayuda de vortex y de calor, se

agrega un volumen de isopropanol y después se pasa el producto a través de una
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membrana especifica para ADN. Se centrifuga por 1 minuto a 13, 000 rpm y se

descarta el sobrenadante, para después afadir 0.5 ml de Buffer QG; se centrifuga

en las mismas condiciones, se descarta el liquido y se lava la membrana con 0.75

ml de Buffer PE. Finalmente la membrana vacia se centrifuga por dos minutos y se

eluye el ADN con 40 yi de Buffer EB. Después de extraer el ADNc corrimos un gel

con 5 ul del resultado anterior para asegurarnos que el resultado habia sido el

esperado.

VI.10.4 CLONACION Y TRANSFORMACION

Se realiz6 una ligacién rapida utilizando el Buffer Quick Ligase. El procedimiento

consiste en afiadir 5 ul de éste buffer, 1 ul de vector pGEMT,1 pl de enzima ligasa

GoTaq y 3 ul de ADNc. Se incuba a temperatura ambiente por 15 minutos y

despuéssetransfiere en hielo para terminarla reaccién.

Para la transformacio6n se pipetearon 45 ul de células de E. coli quimicamente

competentes y se afiadieron 8 pl de la reaccién anterior. Se mantuvo en hielo por

30 minutos y se dio un choque de calor a 42 °C por 90 segundos, para terminarla

reaccién en hielo por 2 minutos. A continuacién se afiadieron 600 ul de medio

SOCy se sembraron 150 ul del producto final en cajas de agar con IPTG y X-gal.

VI.10.5 VERIFICACION DEL INSERTO

Al dia siguiente se tomaron las colonias de color blanco y se analizaron 24

colonias para cada familia de toxinas analizada. La reacci6n total consistia en 104

pI de Buffer Gotaq 5X, 52 yl de cebador T7 (5 uM), 52 ul de cebador SP6 (5 UM),

302 ul de agua, 5 ul de enzima y 10 ul de dNTP (10 WM). El programa que se

utiliz6 fue:

1. 94°C por 3 minutos

2. 94°C por 45 segundos

3. Tf por 30 segundos

 



4. 68 °C por 1 minuto

5. Ir al paso 2 por 39 veces

6. 68 °C por 10 minutos

Las clonas se analizaron de igual manera que en los casos anteriores.

50

 



51

 

Vil. RESULTADOS

 

Vil.1 Extraccion de ARNtotal del veneno del cénido.

VI.1.1 1era EXTRACCION

Se utilizaron 9 ductos de la especie en cuestion. Al medir la densidad dptima

pudimos conocer que la concentracién para la primera elucién era de 159 ng/ul,

mientras que la concentraci6n para la segunda elucién era de 40 ng/l.

Se preparé un gel de agarosa al 1% donde se cargaron 5 ul de ARNtotal (159

ng/ul) diluidos en 5 ul de agua y 7 ul de escalera de ADN Zilog. EI gel se corrid

durante una hora a 100 Volts y al verlo con luz UV pudimos apreciar una banda

bien definida de 600 pares de bases(Figura 18).

Escalera de
ARN ADN2Loq

1   
40 Kb

0.5Kb

Figura 18. Gel de electroforesis para observar la calidad del ARN de Conusregularis en la primera
extraccion.
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A pesarde queel gel utilizado no era especifico para ARN podemosconcluir que

el material se encontraba en buen estado y que por io tanto podiamos continuar

con el experimento.

VIL1.2 2nda EXTRACCION

En esta segunda extraccién se utilizaron 10 ductos que nos dieron un pesoinicial

de 0.1 gr. Al medir la densidad éptima pudimos ver que la concentracion de la

primera eluci6n era mucho mayor a la primera elucién de la tera extraccién

(986.72 ng/ul) y que la segunda elucién también presentaba una mayor

concentracién (117.52 ng/ul). Al igual que en el caso anterior se corriéd un gel de

agarosa en las mismas condiciones y se obtuvieron resultados similares.

VII.2 Resultados de la ter biblioteca de ADNc.

Vil.2.1 ADN DE CADENA SENCILLA.

Para determinar la cantidad de ARN presente en la reaccién se hizo el siguiente

calculo, tomando en cuenta que la alicuota de ARN utilizada tenfa una

concentraci6n de 159 ng/ul (1era extraccién, tera elucién) y que se habian

utilizado 3.5 pl de dicha solucién, entonces:

159 ng

pl
 3.5* = 556.5 ng de ARN de Conus regularis en lareaccién (1)

La cantidad de microlitros obtenidos después de sintetizar la primera cadena de

ADN complementario era de 10 ul. Estos fueron diluidos con 40 ul de Buffer, lo

que nos dio un total de 50 ul. De acuerdo a las tablas que se encontraban en el

protocoio si la concentracibn de ARN utilizado era de alrededor de 500 ng

entonces se debian de tomar 4 ul del ADN de una sola cadena para realizarla

amplificacién mediante PCR. En la Figura 19 podemos observar una banda poco
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definida que corresponde al ADNcdela primera cadena,la cual solo nos permite

afirmar que existe un producto que esta siendo amplificado.

10 Ko

3 Kb

1.0 Kb

0.5 Kb

 

Figura 19. ADNc de Conus regularis (carril 1). Escalera de ADN 2 Log (carril 3)

Vil.2.2 ADN DE CADENA DOBLE Y FRACCIONAMIENTO DEL PRODUCTO.

La concentracién obtenida después de juntar los productos de los 3 PCR

realizados fue de 91.9 ng/ul. Debido a que el volumen total de ADN de doble

cadenaes de 80 ul, entonces:

 80pl *= = 7352 ng de ADNc de doble cadena (2)

Al correr el resultado en un gel de agarosa pudimos ver que existia un producto,

mas no se podia apreciar una banda bien definida debido a que son varios los

tamafios de ADNc que existen en la muestra. Posteriormente se hizo un

fraccionamiento del ADNc utilizando una columna, al correr los productos

obtenidos en un gel de agarosa al 1% pudimos ver que nuestro ADNc se

encontraba principalmente desdeel tubo 8 hasta el 12 (Figura 20).
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10 kb

0.5 kb

 

Figura 20. Analisis del ADNc fraccionado.Los carriles estan numerados dependiendo del numero de

tubo que contienen. La escalera de ADN (E) es ADN 2 Log.

Antes de juntar las fracciones se determinaron las concentraciones de cada una

de ellas: 17.8 ng/ul (fraccién 8), 25.6 ng/u (fraccién 9), 23.1 ng/ul (fraccidn 10),

22.5 ng/ul (fraccién 11) y 18.5 ng/ul (fraccién 12). Teniendo en cuenta la cantidad

de microlitros de cada fraccién, se concluyo que alfinal se contenian alrededor de

4 ug de ADNc,suficientes para llevar a cabo la construccidn dela biblioteca.

VII.2.3 CLONACION, TRANSFORMACIONY VERIFICACION DEL INSERTO.

Después de realizar la transformacién, se transfirieron de manera ordenada 50

colonias blancas a una nuevacaja Petri. Se realizé un PCR de estas colonias de

para hacer un tamizado que nos permitiera comprobar qué colonias contaban con

el inserto del tamafio que estabamos buscando,el cual es mayor a los 500 pares

de bases. En el gel que corresponde al tamizado (Figura 21) se puede observar

que la mayoria de las colonias presentaron un inserto del tamafo esperado, como

era la primera vez que se mandaba a secuenciar solo se escogieron aquellas que

presentaban un inserto lo suficientemente grande, definido y sencillo (que no

tuvieran un doble inserto comoesel caso dela colonia 5).

Siguiendoeste criterio se dejd crecer toda la nochelas colonias: 1, 4, 7, 9-11, 13,

14, 17-22, 24, 26-32, 37, 43, 44, 46 y 47 de las cuales se extrajo el plasmido al dia

siguiente.
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Figura 21. Productos de la amplificacién por PCRutilizando los oligonucledtidos especificos para llevar
a cabo el tamizado, que seran los mismo oligonucledtidos que seutilicen a la hora de secuenciar. Cada
unodelos carriles corresponde a una colonia de bacterias de E.coli en especifico, el numero del carril

coincide con el numerodela colonia en la caja. La escalera de ADN(E) correspondea unaescalera de

ADN2 Log.La linea blanca indica dondese encuentra el tamafio correspondiente a 500 paresde bases,

a partir de la cual estaranlas colonias deinterés.

VII.2.4 EXTRACCION DEL PLASMIDO

De los plasmidos que se mencionaron anteriormente se eliminaron los

pertenecientes a los numeros: 1, 11, 14, 21, 32, 46 y 47 por no contenerla

suficiente cantidad de ADN para mandar a secuenciar. Desafortunadamente no

existia una toxina en el inserto y las secuencias del plasmido que se obtuvieron

fueron erroneas porque se sufrid una contaminacion por otro plasmido con el que

se habia estado trabajando enel laboratorio anteriormente.
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VIL3 Resultados de la 2nda biblioteca de ADNc.

VIL3.1 SINTESIS DE ADN.

Se utilizaron 3.5 ul de ARN (986 ng/ul) para sintetizar la primera cadena. Se

obtuvo un total de 10 pl de ADNcs de los cuales se utilizaron 4 ul para llevar a

cabo dos reacciones de 100 yl cada una sintetizar de esta manera la segunda

cadena. Se corrié un gel con 5 ul de estas ultimas para comprobar que se habia

obtenido un resultado en el que se pudo ver una banda difusa que nos indicaba

que habia habido una amplificaci6n.

Vil.3.2 FRACCIONAMIENTO DEL ADN.

Se corrieron dos columnas (una para cada 100 ul) para poderfraccionar el ADN.

Posteriormente se corrieron dos geles que nos permitieron reconocer con cuales

fracciones se iba a trabajar. De la primera columna se tomaron de la fraccién 5 a

la 12 que dieron un volumentotal de 300 ul, de la segunda columna se tomaron de

las fracciones 4 a la 11 las cuales dieron un volumen total de 270 pl. Después de

haber precipitado el ADN de las dos columnas y de haberjuntado el volumentotal

de ambos(20 ul) se determiné que la concentraci6nfinal era de 332.6 ng/ul.

VIL3.3 CLONACION, TRANSFORMACION Y VERIFICACION DEL INSERTO.

Los resultados que se obtuvieron después de haber llevado a cabo la

transformacion fueron los que se muestran en la Tabla IV.

Tabla IV. Resultados obtenidos después de haber llevado a cabo la transformacién para la 2nda
biblioteca de Conusregularis.

 

Caja Total de bacterias enlacaja Azules Blancas

A 9 2 7

B 141 4 7

c 25 7 18

Total de bacterias 32
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Cémo se puede observar los resultados no fueron muy alentadores ya que, a

pesar de que el numero de colonias azules es menor al numero de colonias

biancas,la cantidad de bacterias obtenidas es muy pequefia en comparacién a los

cientos de bacterias que se suelen obtener cuando una transformaci6n es exitosa.

De acuerdo al protocolo utilizado, se dice que una transformacién es exitosa

cuando al sembrar 2 ul del concentrado de bacterias se obtienen cajas con

bacterias confluentes; es decir que son tan abundantes que casi se tocan unas

con otras (~15, 000-30, 000 cfu por cada caja sembrada). A pesar de que este no

fue el caso, se decidié realizar un tamizado de la misma manera que en la

biblioteca anterior, para de esta manera identificar aquellas bacterias que tuvieran

un inserto mayor a 500 pb. De tas 32 bacterias que se analizaron Unicamente 7

tenian un inserto que podria ser una posible conotoxina.

VII.3.4 EXTRACCION DEL PLASMIDO

Se extrajeron los plasmidos de las 7 colonias, se mandaron a secuenciar y se

obtuvieron los mismos resultados que en el caso anterior: no hubo toxinas y se

obtuvo otro plasmido distinto al que se estaba trabajando. Ahora bien, al mismo

tiempo que se estaba realizando esta biblioteca, un estudiante de doctorado (M.C.

Samuel Espino) estaba trabajando de la misma manera para construir una

biblioteca de una especie de Conus distinta. Debido a que él tampoco estaba

obteniendo buenos resultados decidimos trabajar juntos para ir eliminando

posibles errores.

VII4 Resultados de la 3era biblioteca de ADNc.

VIL4.1 SINTESIS DE ADN DE Conus regularis Y ADN DE HiGADO DE RATON.

En esta ocasién, ademasde trabajar con el ADN de Conus regularis, se decidié

trabajar con un control de higado de ratén. Al final de la sintesis de la segunda

cadena, se obtuvieron dos reacciones de 100 ul para el caracol y dos reacciones
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de 100 ul para el higado de ratén. Como en los casos anteriores, se corrié un gel

para poder observar que habia habido una amplificacién, el cual nos permitio

continuar con el siguiente paso.

VIL4.2 FRACCIONAMIENTO DEL ADN DE LA 3era BIBLIOTECA DE Conus

regularis Y DEL CONTROL.

Se utitiz6 una columna por cada 100 ul de reaccion obtenida para la doble cadena

de ADN.Para la primera reaccién de Conusregularis se utilizaron las fracciones 8-

13, mientras que para la segunda reaccion se utilizaron de la fraccién 7 ala 12. En

el caso del higado de ratén para la primera reacci6n sé utilizaron de la fracci6n 7 a

la 11 y en la segundareacci6nseutilizaron de la fracci6n 7 a la 12.

Las fracciones se juntaron de acuerdo a la metodologia que se habia seguido por

lo que alfinal el pellet de ADN de cada organismo fue resuspendido en 10 ul de

agua. Para Conus regularis se obtuvo una concentracién de ADN de 286 ng/ul,

mientras que para el higado de ratén la concentraci6n fue de 744 ng/ul.

Vil.4.3 CLONACION, TRANSFORMACIONY VERIFICACION DEL INSERTO.

Nuestra primera sospecha fue que la biblioteca anterior no habia sido exitosa

porque la clonacién no estaba funcionando de la manera adecuada, por esta razén

la compafia Clontech nos ofrecié trabajar con el kit In-Fusion® HD cloning. Este

protecolo no requiere mas de 200 ng de ADNy por Io tanto fue necesario hacer

una diluci6n. Tomando en cuenta que:

CY, = Cy (3)

donde C, y V; correspondena fa concentraci6n y volumen dei tubo 1, mientras que

C2 y V2 correspondena la concentracién y volumendel tubo 2.

Conus regularis

ng_ 507 10pL
_

28674
 =18 yl (4)
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Se obtuvo un volumenfinal de 10 pl cuya concentracién era alrededor de 50 ng/ul.

Higado de rat6n

s0tf- 10pl
V1 = Fagg = 0.7 ul (5)

Al final se obtuvo un volumen de 10 ul con una concentracién de 50 ng/ul.

Se decidié llevar la clonacioén con 80 ng: 1.5 ul de ADN de Conusregularis y 2.5 ul

de ADN de higado de ratén. Para esto se agregaron los reactivos de acuerdo con

la Tabla |I que se encuentra en el apartado VI.6.

Al llevar a cabo la transformacién, de la misma manera en que se habia realizado

en las dos bibliotecas pasadas, no se obtuvieron colonias. Esto nos hizo pensar

que la manera en que se estaba llevando a cabo la transformacién no era la

correcta, posiblemente debido a un erroral realizar la electroporacién; porlo tanto

se decidié utilizar células de E. colf quimicamente competentes. Al utilizar las

células quimicamente competentes se obtuvieron cajas Petri con una densidad de

colonias sumamente alta. No se calculd la eficiencia de transformaci6n pero si se

observé que la cantidad de colonias era tan alta que casi se tocaban unas con

otras. De estas cajas se tomaron las bacterias blancas y se sembraron de manera

ordenada en cajas nuevas.Alfinal se contaba con 10 cajas de 96 colonias cada

una.

Al igual que en las bibliotecas anteriores se realiz6 una verificacién del inserto. Se

analizaron las cajas 1, 2, 3, 4 y 9; es decir se analizaron 5 cajas con 96 colonias

cada una. Para fines practicos Unicamente se mostrara el gel de ia caja 1 (Figura

22), aunque cabe destacar que no todos arrojaron tan buenos resultados como

ese caso, donde 48 colonias resultaron tener insertos mas grandes de 500 pb.

Para la caja 2, 33 colonias resultaron tener insertos mayores a 500pb,para Ja caja

 



60

3 se obtuvieron 15 colonias, para la caja 4 se obtuvieron 12 colonias y finalmente

para la caja 9 se obtuvieron 21.

 

Figura 22. Productos de PCR delas colonias de la caja 1 de la 3era biblioteca de Conus regularis. El

numerodecarril corresponde con el numerodela colonia enla caja, la linea negra indica los 500 pares

debases.El carril que correspondea la escalera de ADN log esta representadoconla letra E.

Vil.4.4 EXTRACCION DEL PLASMIDO

Del total de bacterias se escogieron aquellas cuyo plasmido era mayor a 500 pb y

se dejaron crecer toda la noche para despuésextraer el plasmido de la manera

que ya se ha mencionado. Después se escogieron aquellos plasmidos cuya

concentracién era mayor a 80 ng/ul y se mandaron secuenciar. La nomenclatura

que se utilizO para decidir el nombre de la secuencia es la_ siguiente:

R#_FScr/RScr donde serefiere a regularis, # es el numero dela caja Petri y

numero de colonia (Ejemplo: 1.2 es caja 1, colonia 2; 3.4 es caja 3, colonia 4) y
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FScr o RScr sera dependiendo de si se utiliz6 un oligonucledtido sentido o un

oligonucleétido antisentido para mandar a secuenciar.

VIL.4.5 RESULTADOS DE LA SECUENCIACION

Vil.4.5.1 RESULTADOS GENERALES

Se mando a secuenciar 2 veces,distintas colonias, y se obtuvieron los siguientes

resultados:

| SECUENCIACION:Cajas 1 y 2

Total de clonas analizadas: 53

-Secuencias que resultaron ser ARN Ribosomal o ARN Mitocondrial: 17

-Secuencias que resultaron ser similares a una proteina en BLAST: 0

-Secuencias que presentaron una secuencia sefial: 9

-Secuencias que no presentaroninserto: 20

-Secuencias con inserto pero que no arrojaron ningtin resultado: 6

-Secuencias que resultaron ser conotoxinas: 1

Il SECUENCIACION:Cajas 2, 3, 4, 9 y 10

Total de clonas analizadas: 59

-Secuencias que resultaron ser ARN Ribosomal o ARN Mitocondrial: 17

-Secuencias que resultaron ser ARN mensajero: 2

-Secuencias que resultaron ser similares a una proteina en BLAST: 0

-Secuencias que presentaron una secuencia sefial: 9

-Secuencias que no presentaron inserto: 29

-Secuencias con inserto pero que no arrojaron ningun resultado: 2

TOTAL DE CLONAS ANALIZADAS:112 (100%)

-Ribosomal/Mitocondrial: 34 (30%)

-Posible proteina con secuencia sefial: 19 (17%)

-Proteinas con resultado en BLAST:0
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-Sin inserto: 50%

-ARN mensajeros para una conotoxina: 2 (2%)

-~Conotoxina: 1 (1%)

Como podemos observar, la gran mayoria de las clonas analizadas no

presentaban un inserto y las secuencias obtenidas Unicamente correspondian al

plasmido utilizado. Debido a que se utilizé ARN total, muchas de las secuencias

obtenidas (30%) correspondian a ARN mitocondrial 0 ribosomal, los cuales no son

de interés para nuestro trabajo. Un 17% eran secuencias pertenecientes a una

proteina con una posible secuencia sefial, lo cual sdlo era un indicador de que esa

proteina habia sido secretada porla célula.

Ninguna de las proteinas tuvo una similitud con alguna proteina de la base de

datos de BLAST. Noobstante, al comparar la secuencia de nucledtidos obtuvimos

2 ARN mensajeros (clonas R3.4_RScr y R4.11_RScr) que codificaban para una

conotoxina cuya secuencia presenta una gran similitud con las conotoxinas de la

superfamilia T identificadas en Conus litteratus, que es reconocido como

vermivoro.

VIL4.5.2 ANALISIS DE LA CONOTOXINA

La Unica conotoxina encontrada pertenece a la clona R2.2_FScr. La secuencia del

prepropéptido obtenido es: MEKLMMLILIATALFSILVVIGGDGEK

PLMGRTAAQRRLPLRRRDCKQRGSDCDKDEECCPNLEC

KCQAGQCPQTDSKCRP Stop

De acuerdo a ProP 1.0 Server (http:/Awww.cbs.dtu.dk/services/ProP/) pudimos

determinar cuales aminodcidos correspondian a la secuencia sefial (de color azul),

cuales a la region pro (de color morado)y cuales a la toxina en si (de color verde).
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MEKLMMLILIATALFSILVVIGGDG EKPLMGRTAAQRRLPLRRR

DCKQRGSDCDKDEECCPNLECKCQAGQCPQTDSKCRP

Con respecto a la toxina, podemos observar que presenta un total de 37

aminoacidos, de los cuales 8 correspondena residuos de cisteinas cuyo patrén de

distribucion es el siguiente: C-C-CC-C-C-C-C.

Al obtener esta secuencia, lo primero que se decidid hacer fue un analisis

utilizando la base de datos de BLAST. Esta base de datos nos indicaba que, con

una similitud sumamente baja, era una conotoxina parecida a aquellas que

comprendena la superfamilia O. Debido a que la base de datos que se menciond

anteriormente era insuficiente para el andalisis, se decidid comparar a nuestra

secuencia con aquellas que se encontrabanen la base de datos del laboratorio del

Dr. Baldomero Olivera, en el Departamento de Biologia de la Universidad de Utah.

Se realizaron alineaciones de los aminoacidos que conforman al precursor(regién

pre y pro) con precursores de familias que ya han sido establecidas. El objetivo

que perseguimosal realizar un alineamiento entre dos secuencias es determinarsi

poseen suficiente similitud como para poderjustificar la existencia de homologia

entre ellas. La similitud la determinaremos con el porcentaje de identidad que

presenten los aminoacidos que conforman a la secuencia. La homologia sera la

conclusién a la que llegaremos después de observar el porcentaje de similitud

entre las secuencias y sera las que noindicara si estas estan o no relacionadas.

No solo analizaremos en si los aminoacidos que comparten las secuencias son

idénticos, sino que en dado caso de que sean distintos, si los cambios que se

generan por cambiar un aminoacido por otro son conservados. La cadenalateral

de los aminoacidos juega un papel muy importante en la estructura y funcion de
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una determinada proteina; se dice que los cambios son conservadossial sustituir

un aminoacido por otro sus propiedades quimicas son tan similares que no afectan

en gran medida a la funcidn original de la proteina.

Para llevar a cabo el alineamiento de las secuencias se utiliz6 el programa

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Este software agrupa a los

aminoacidos en 4 grupos considerados como semejantes, es decir que su cadena

lateral presenta caracteristicas que los hacensimilares.

e Grupo 1.- comprende aquellos aminoacidos pequefios o hidrofébicos,

incluidos los aromaticos. Estos aminoacidos son los siguientes: Alanina (A),

Valina (V), Fenilalanina (F), Prolina (P), Metionina (M), Isoleucina (1),

Leucina (L) y Tript6éfano (W).

e Grupo 2.- aqui se encuentran los aminoacidos acidos, por lo tanto esta

comprendido porel Acido aspartico (D) y el Acido glutamico(E).

e Grupo 3.- se encuentran los aminoacidos que son basicos. La Arginina (R),

la Histidina (H) y la Lisina (K).

« Grupo 4: en este grupo se encuentra la Glicina (G) y aquellos aminoacidos

con un hidroxilo en su cadena lateral, una amina o con cadenas laterales

que presenten basicidad. Estos serian: Serina (S), Treonina (T), Tirosina

(Y), Histidina (H), Cisteina (C), Asparagina (N) y Glutamina (Q).

La puntacién que se utiliza para comparar a dos aminoacidos es la siguiente: "*"

significa que los residuos de aminodcidos en la columna son idénticos.; ":"

significa que se han observado sustituciones conservadas y ".” significa que

existen sustituciones semiconservadas.

Conociendo fas caracteristicas que se tomaron en cuenta podremosproseguir a

las alineaciones que se realizaron. Al principio parecia que el precursor de la
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toxina de Conus regularis era similar al de una toxina perteneciente a la familia mu

(uu). Estas alineaciones se presentan en la Figura 23.

  

 

Cc. regularis oe a finialflonanpasianorsse SEIRRR- 44
Mu SKGVELT PLTALP PADR' AERHODDISSEHY FEKR 51

ORK Lk, 2 eX 22¥ eK

Figura 23. Las dos secuencias que se muestran corresponden a la regién del precursor: la primera, que

consta de 44 aminoacidos, pertenece a C. regularis y la segunda, con 51 aminodcidos, pertenece a la

familia mu. Las regiones sombreadas corresponden a los aminoacidos que son idénticos, que a su vez
estan identificados con un “*”. Los aminoacidos que indican un cambio conservadose identifican con
we2”, mientras que los que provocan un cambio semiconservado se identifican con *.”. Los espacios

vacios que son afiadidospara alinear mejor a las secuenciasse identifican con *-*.

En este caso, la secuencia mas grande presenta 51 aminoacidos y 12 de ellos son

exactamente iguales entre ambas secuencias, lo que nos da un 23.52% de

similitud. De los aminoacidos restantes, 10 indican un cambio conservado y 9 un

cambio semiconservado. Si tomamos en cuenta a los aminoacidos que indican un

cambio conservado para llevar a cabo el porcentaje de similitud entonces

obtenemos un 43%. Este resultado nos permite afirmar que las secuencias no son

homdlogas y que por lo tanto es necesario realizar nuevas alineaciones con

secuencias distintas a los de la familia mu.

Por esta razén se volvid a hacer una nueva busqueda y se encontré a un

precursor de la familia gamma (y) del caracol C. bullatus. Los resultados los

podemosverenla Figura 24.

Cc. regularis i ;a{TAAQRRLPLRER 44
Gamma M GER

*

roaL, ogc aK--~~] gPRERTKFLSREK 40
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Figura 24. La primera secuencia (C. regularis) correspondea la regién del precursor de nuestra toxina,

la cual consta de 44 aminoacidos. La segunda secuencia (gamma) corresponde a la region del precursor
de Ia toxina dela familia gamma, que tiene 40 aminoacidos. Las regiones sombreadas corresponden a

los aminoacidos que son idénticos, que a su vez estan identificados con un “*”, Los aminoacidos que
provocan un cambio conservado se identifican con *:”, mientras que los que provocan un cambio
semiconservadoseidentifican con “.”.Los espacios vacios que son afiadidos para alinear mejor a las

secuenciasse identifican con *-*.
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En este caso existi6 una mayorsimilitud: de los 44 aminoacidos comparados, 15

resultaron ser idénticos (34%). A diferencia de la alineacién anterior, existié una

proporcion mayor de aminoacidos que representaban un cambio conservado (12)

sobre aquellos que representan un cambio semiconservado (4). Si tomamos en

cuenta los aminoacidos idénticos y aquellos que representan un cambio

conservado, obtenemos un porcentaje de similitud del 61%. No obstante, este no

es suficiente para afirmar que existe homologia entre estas secuencias.

Debido a que, al igual que las toxinas de la familia |, nuestra toxina presenta 8

cisteinas, se decidi6 alinear el precursor de la toxina de C. regularis con el de una

toxina de la familia | de C. arenatus (Figura 25).

C. reguiaris ee iarSILVVIGGDE

ToKEECVE FELVLMILPSVTER
eens

 

Figura 25. La primera secuencia (C. regularis) corresponde a la region del precursor de nuestra toxina, fa
cual consta de 44 aminoacidos. La segunda secuencia (1) corresponde a la regién del precursor de la
toxina dela familia | del cénido C. arenatus. Las regiones sombreadas correspondena los aminoacidos
que son idénticos, que a su vez estan identificados con un “*”. Los aminodcidos que representan un
cambio conservado se identifican con “:”, mientras que los que indican un cambio semiconservado se
identifican con “.”. Los espacios vacios que son afiadidos para alinear mejor a las secuencias se
identifican con *-".

De esta alineacién pudimos ver que de los 44 aminoacidos alineados, 12

resultaron ser idénticos (27.27%). En este caso existieron 8 aminodcidos que

representaban un cambio conservado y 3 que representaban un cambio

semiconservado. De la misma manera que en los casosanteriores, si tomamos en

cuenta a los aminoacidos idénticos y lo aminodcidos que representan un cambio

conservado (20), obtenemos un porcentaje de similitud del 45%. Esta alineacién

presento una similitud menor que la obtenida con el precursor de la familia

gamma.Aun asi se decidié comparar fa regién de la toxina de las tres secuencias:

C. regularis, gamma e | (Figura 26).
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C.regularis ORGS. PapEe PNL loAcOMPoTDsSRERP 37
Gamma PCNOA RPFE SKSDAMEGF KS 37
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Figura 26. Dos comparacionesde la regionde la toxina de C. regularis con la region de la toxina de la

familia gammay conla regionde la toxina | de C. arenatus. Los residuos de cisteina estan sombreados
de color rojo, mientras que los aminoacidos que las toxinas presentan en comUn estan sombreados de

color gris. Todos los aminoacidos idénticos estan identificados con un “*”. Los aminoacidos que
correspondena un cambio conservadoseidentifican con “:”, mientras que los que corresponden con un
cambio semiconservadose identifican con “.”.Los espacios vacios que son afiadidos para alinear mejor

a las secuenciasse identifican con “-".

 

De estos Ultimos resultados pudimos observar que la secuencia de la toxina de C.

regularis presentO una mayorcantidad de aminoacidos iguales con la secuencia

de la toxina de la familia gamma (43%), en comparacién con la cantidad de

aminoacidos idénticos que presentd en comtnconla toxina | (34%). No obstante,

a la hora de compararla region de la toxina, es mucho mas importante que seanla

cantidad de cisteinas y el patrén que estas presenten las que obtengan una mayor

similitud. La cantidad de cisteinas que nuestra conotoxina presenta es mas

parecida a la cantidad de cisteinas que tiene la familia |, no obstante el patron no

es el mismo ya que para C. regularis es C-C-CC-C-C-C-C, mientras que para la

toxina | es C-C-CC-CC-C-C.

Por otro lado se encontr6 que en la misma base de datos existia una toxina

extraida del conido C. rosearapum (rosea) y que presentaba una similitud bastante

alta con la toxina de interés (regularis) (Figura 27).
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rosea MEKLTFLILVAAAVLSTQVMAGGDGGKPLMGRITRDAADGLSMLMRGK GYH. RD 60
HREK REERR OR, ORREE * eK:

regularis E .one ialofic POTDSKGRP 81

rosea Ss aYCYTP - 88
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regularis MEKUMMETEIATALFSILVV1IGGDGEKPLMG- --RTAAQRR-vitorrorsmkrb 56

Figura 27.- La secuencia denominada regularis corresponde a nuestra toxina de 56 aminoacidos
completa. La segunda secuencia (rosea), que tiene 60 aminoacidos, corresponde a la toxina completa

del cénido C. rosearapum.Losresiduos de cisteina estan sombreados de color rojo, mientras que los

aminoacidos que tienen en comun estan sombreadosdecolor gris. Todos los aminoacidos idénticos

estan marcados con un “*”, los que corresponden a un cambio conservadoseidentifican con “:” y para

cambio semiconservados se representa con “.”.Los espacios vacios que son afiadidos para alinear

mejora las secuencias se identifican con “-".

La regidn del precursor (una regién clave a la hora de comparar a dos

superfamilias) cuenta con 25 aminoacidos, 17 de los cuales son idénticos entre las

dos secuencias. Esto nos muestra un 68% de similitud entre las dos regiones,el

porcentaje mas alto hasta ahora encontrado. De estos 25 aminoacidos que

comprendenal precursor, de los 8 aminoacidos que no resultaron ser idénticos, 5

representan cambios conservados. Si consideramos los aminoacidos idénticos y

los aminoacidos que presentan un cambio conservados nos da un total de 22

aminoacidos que representan el 88% deltotal.

Como enlas alineaciones anteriores comparamostanto la region del precursor

comola regién pro, haremos lo mismo en este caso. Estas dos regiones constan

de 44 aminoacidos de los cuales 26 son idénticos, lo que representa un 59% de

similitud. Si a esto le sumamos que de los aminoacidos restantes 9 son cambios

conservados entonces podemoshacerel calculo de similitud con 35 aminoacidos

que nos da un porcentaje del 80%. Esto nos permite afirmar que las dos

secuencias, en la region del precursor, son homdlogas.
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El patrén de cistefnas es practicamente idéntico, ambas son C-C-CC-C-C-C-C,

siendo tan solo la cantidad de aminodcidos entre los residuos de cisteina los que

no coinciden completamente:

C. regularis CXeCXsCCX4CXCXgCXpC

C. rosearapum CXeCXsCCX3CXiCXsCX6C

VIL5 Resultados de la 4ta biblioteca de ADNc.

VIL.5.1 SINTESIS DE ADN.

Después dellevar a cabo la optimizacién de la reaccién de PCR para la sintesis

de la doble cadena se decidié que la cantidad de ciclos ideal era de 25. El gel que

se utilizé para tomar esta decisi6n no se muestra porque en la foto no es posible

apreciar las bandasdelos diferentesciclos.

VII.5.2 FRACCIONAMIENTO DEL ADNDELA4ta BIBLIOTECA.

Después desintetizar la doble cadena se obtuvieron un total de 170 ul que se

separaron en dos tubos de 85 ul cada unoy se fraccionaron en dos columnas por

separado. Las fracciones que se tomaron de !a columna 1 fueron de la 7 a la 11

que dieron un volumentotal de 180 ul, mientras que de fla columna 2 fueron las

fracciones de la 8 a la 12 que dieron un volumentotal de 200 ul. Al final se obtuvo

un volumentotal de 20 yl con una concentraci6én de 234 ng/ul.

Vil.5.3 CLONACION, TRANSFORMACIONY VERIFICACION DEL INSERTO.

Después de llevar a cabo la clonacién se contaba con las_ siguientes

concentraciones de ADNc: Tubo A= 55.3 ng/yl, Tubo B= 89.1 ng/yl y Tubo C=

104.1 ng/yl. Para la transformacion se utilizaron 2 y 4 ul de ADNcdel tubo B, en

50 ul de células que se suspendieron en 500 pl de medio SOC.Ai final de la
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transformaci6n se sembraron 150 ul de cada concentracién y se obtuvieron 50

colonias para la caja que tenia menor concentracién y 100 colonias para la caja

que tenia mayor concentracién. Esto nos permite inferir que la transformacién no

fue del todo éptima ya que las colonias no eran confluentes. Se sembré el resto de

las células transformadas para obtener un mayor numero de colonias y se

analizaron mediante un tamizado como se habia estado haciendo anteriormenite.

EI gel, que fue resultado de esta reaccién, mostré que ninguna de las colonias

presentaba un inserto. Se volvid a hacer un tamizado con las mismas colonias y

con colonias nuevas y se obtuvo lo mismo: ninguna presentaba uninserto.

VII.6 Resultados de la 5ta biblioteca de ADNc.

VIL6.1 CREACION DEL ARN MENSAJEROA PARTIR DEL ARN TOTAL.

Se partié de una cantidad de 165 pl de ARN total de Conus reguiaris cuya

concentraci6n era de 223.2 ng/ ul por lo que contabamos con 36 ug de ARNtotal.

Al final del procedimiento se contaban con 20 ul de concentracién 8.48 ng/ul, es

decir 169.6 ng. Estos nanogramos representan alrededor del 0.471% dei ARN total

(debemos tomar en cuenta que en células de mamifero, el ARN mensajero tan

solo representa el 1-5% del ARNtotal).

VIL6.2 FRACCIONAMIENTODEL ADNDELA Sta BIBLIOTECA.

Con el nuevo tipo de columnas que se utilizaron se recuperd muy poco volumen

de ADN con muy poca concentraci6n. Al final se obtuvo un tubo con 50 ul de una

concentracién de 8.6 ng/ul y otro tubo con 50 ul de una concentracién de 6.8 ng/pl.
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VIL6.3 CLONACION, TRANSFORMACIONY VERIFICACION DEL INSERTO.

Para llevar a cabo la clonaci6én se utilizaron 60.2 ng de ADN que nos permitieron

obteneral final de la reaccién una concentracién de 30 ng/ul, de los cuales se

utilizaron 2 ul para realizar la transformacién. Debido a que sdlo se obtuvieron 28,

colonias se decidié realizar una nueva biblioteca. Es necesario tomar en cuenta

que cuando serealiza una transformacién con células quimicamente competentes

no se deben de utilizar mas de 50 ng de ADN.Eneste tipo de transformaciones

mas no es mejor. Posiblemente esta fue la razén porla que las bibliotecas IV y V

no funcionaran.

VIl.7 Resultados de la 6ta biblioteca de ADNc.

Alfinal de la sintesis de la segunda cadena se contaba con 100 ul de ADNc cuya

concentraci6n era de 197.8 ng/yl. Estos 100 ul fueron fraccionados para al final

obtener 20 ul cuya concentracién era de 877 ng/ul. Se realizd una dilucién para

obtener una concentraci6n de 50 ng/ul, de los cuales seutilizaron 2 ul (100 ng). Se

determiné la concentracién del ADN después de la clonacién: 23.3 ng/ul. Se

realizaron dos transformaciones una tomando 2.5 ul de la clonacién y otra

haciendo una diluci6n 1:10. Se sembraron 150 ul y se obtuvieron cajas con una

alta densidad de bacterias. Después de realizar la verificaci6n del inserto el gel

mostraba muy buenos resultados por flo que se mandaron a secuenciar 47 clonas.

Desafortunadamente todas las clonas resultaron estar contaminadas con ARN

mensajero de ratén. Esto es debido a que antes de extraer el ARN mensajero para

Conusregularis se hizo un ensayo previo con ARN de higado de ratén y a pesar

de que se hizo una limpieza a conciencia de los materiales, no fue suficiente para

evitar que la muestra se contaminara.
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VII.8 Resultados de la utilizacion de Cebadores especificos.

VII.8.1 PRUEBA PREMILINAR

Afortunadamente, debido a que se piensa que Conus regularis esta relacionado

con Conus a los que se les conoce como verdaderos Conus podemos suponer

que presentan familias de toxinas similares a ellos. Por esta razén se decidid

utilizar cebadores especificos para 4 familias de conotoxinas que suelen estar

presentes en la mayoria de los venenos de estos cdnidos: conantocinas,alfa,

omega y mu. Al correr el gel de agarosa que nos permitiera identificar si

obteniamos un producto después de utilizar los cebadores especificos para

Conus, pudimos mostrar que los cebadores para las 4 familias eran utiles ya que

al mezclar los cebadores y el ADN, se obtenian bandas que significaba que un

producto estaba siendo amplificado (Figura 28).

10 kb

3.0 kb

1.0 kb

0.5 kb

 

Figura 28. Productos de PCRutilizando cebadoresespecificos para Conus.El primercarril contiene a la

escalera de ADN 2log (E), los siguientes 5 carriles contienen al blanco de los cebadoresutilizados, es
decir se agregaron todoslos reactivos de la reaccion excepto el ADNc.El siguiente carril no contiene
muestra y los siguientes 5 carriles contienen a las reacciones que Ilevaron a cabo ensutotalidad:el
ADNccon su respectivo cebador. Las iniciales representan el cebador utilizado en cada caso: C
(conantocinas), A (alfa), O (omega) y M (mv).
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VIL8.2 PRUEBA ESPECIFICA

Cuando se utilizé una temperatura de fusién adecuada para cada cebador, se

encontr6é que para todos los cebadores se obtenia una banda bien definida del

tamafio esperado para ese cebador. Como ya se mencioné en la seccién VI1.10.1,

el tamafio de las conotoxinas para cada familia es el siguiente: para conantocinas

se espera un tamafio aproximado de 430 pb, para omega es aproximadamente de

350-370 pb, para mu se esperan alrededor de 330 pb y finalmente para alfa se

estiman de 210-225 pb. Por lo tanto pudimos continuar con una amplificacién del

ADNc mediante PCR, para posteriormente realizar una extraccién de este en un

gel preparativo. Una vez extraido el ADNc se llevé a cabo la clonacién y

transformacion como se describié en la metodologia.

VI.8.3 VERIFICACION DEL INSERTO

Se realiz6 un tamizado de las clonas obtenidas y se pudo comprobar que varias

de las clonas contenian un inserto (Figura 29). Se escogié con el mismocriterio

anterior, el cual indica que al ligar el ADNc al vector el producto final debe de ser

mayor a 500 pb, aquellas colonias de las que se extraeria el plasmido. Se

mandaron a secuenciar las que contenian la concentracién requerida (80 ng/ul).
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CONANTOCINAS

 

Figura 29. Productos obtenidos despuésdellevar a cabola ligacién del ADNc, obtenido con un cebador
especifico para un determinada superfamilia, y el vector pSMART2IF. Se obtuvieron conotoxinas para

las superfamilias de conantocinas, alfa, mu y omega respectivamente.Seutilizo una escalera de ADN
2log, la raya blanca indica dondese encuentran las 500 pares de bases.

VII.8.4 SECUENCIACION

La Tabla V presentael total de clonas analizadas para cada cebador

Tabla V. Total de clonas analizadas para cada uno delos cebadores.

 

Cebadores Secuencias analizadas

Alfa 14

Omega 6

Mu 14

Conantocinas 9
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VII.8.4.1 Toxinas pertenecientesa la familia ao (CC-C-C)

De las 14 secuencias analizadas para el cebadorde la familia alfa, se encontraron

3 toxinas diferentes, donde las 11 restantes fueron secuencias repetidas. Los

enlaces de cisteinas se resaltan de color amarillo y los aminoadcidos que se

encuentran enlas tres toxinas se resaltan de color verde. Dentro de las 3 toxinas

existieron variaciones, pero debido a que eran poco aminodcidos los que no

coinciden, pueden considerarse la misma conotoxina. La toxina 1 presenta dos

aminoacidos distintos que se resaltan de color fucsia; la toxina 2 tiene resaltados

los aminoacidos distintos en azul celeste, mientras que la toxina 3 presenta sus

aminoacidos diferentes en color azul marino. Se resalta en color negro aquellos

aminoacidos que posiblemente sean donde se lleva a cabo la hidrolisis de la

region pre y pro respectivamente.

| | MGMRMMFTVELLVVLATIVVSEPSERASDGRDDTAKDEGSDMEKLVEKKECCNPACGRHYSCKGGR- 66

SHSSHEESSS SESHHHeSeeeSeeaseMVKLVEKKECCNPACGRHYSCKGGR- 25

MGMRMMFTVFLLVVLATTVVSFPSERASDGRDDTAKDEGSDMDKLVEKKECCHPACGKHESC==GR- 64

2 MGMRMMFTVFLLVVLATTVVSFPSERASDGRDDTAKDEGSDMDKLVENKECCHPACGKHFSC=-GR- 64

eeeLESSRECLRmi 63

MGMRMMFTVFLLVVLAATIVSFTSDRASDGRNGAV. F I V

MGMRMVFTVELLDVLAATIVSFTSDRASDGRN@Vi
   

 

”BccARERR 66

VII.8.4.2 Toxinas pertenecientesa la familia OQ (C-C-CC-C-C)

Del total de clonas analizadas para los secuencias que utilizaron un cebador

perteneciente a la familia omega pudimos identificar a 3 conotoxinas distintas. Al

igual que en el caso anterior las cisteinas se marcan de color amarillo y los

aminoacidos compartidos se resaltan de color verde. La toxina 1 se identifica con

el color fucsia, la toxina 2 con el color azul celeste y la toxina 3 con el color azul

marino. Al igual que en el caso anterior se resalta en color negro los aminoacidos
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donde es altamente probable que se Ileve a cabola hidrolisis de la region pre y

pro.

| Sees-MKLTCVV-IVAVLLLTACQLITADDSRGTQKHRALRSSTKLTLSTRCKSP

2 2Sco“LVAVELLGACOLITADDSRETORHRAMADESTRCKSP

EE ( NETDVCGDR ALTACQLITADDSRGTQKHRALRSSTKLTLSTRCVPS

 

1 GEPCSRGMRDCCT-SCLLYSNKCRRY 74
2 GSSCSPTSYNCCR-SCNPYTKRCSG- 73

3 GESCSRTAYSCCHGSCS=-GGRCG+- 82
BA

VII.8.4.3 Toxinas pertenecientes a la familia p (CC-C-C-CC)

En este caso unicamente se encontraron dos tipos de conotoxinas, la 1

identificada con el color fucsia, que sdlo presenta diferencias en la region pro, y la

2 identificada con el color azul marino. Los aminoacidos resaltados en color negro

indican dondeselleva a cabola hidrolisis para obtener una toxina final madura.

MSKLGVLLTICLLLFPLTALPMDGDEPANRPVERMQDNISSEQYPLFEKRRDCCTPPKK

yo raedMDGDEPANRPVVRMQDNISSEQYPLFEKRRDCCTPPKK

MMSKLGVLLTICLLLFPLTALPMDGDEPADRPVERMQDNISSEQYPLFEKRRDCCTPPKK

MMSKLGVLLTICLLLFPLTALPMDGDEPANRPVERMQDDISSEQYPLFEKRRDCCTPPKK

2 —> MMSKLGVLLTICLLLFPLTALPMDGDEPANRPVERMQDNISSEQYPLFEKRRDCCTPPRK

CKDRQCKPQRCCAGR 75
CKDRQCKPQRCCAGR 53
CKDRQCKPQRCCAGR 75
CKDRQCKPQRCCAGR 75

2 + CKDRRCKPMKCCAGR 75
AA

VII.8.4.4 Toxinas pertenecientes a la familia conantocinas.

Por ultimo para los cebadores que nos permitieron obtener conopéptidos

pertenecientes a las conantocinas se encontraron 3 secuencias diferentes que
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presentaban casi todos los aminoacidos iguales. Los aminoacidos en color negro

limitan las regiones pre, pro y toxina madura.

i f MQLYTYLYLLVPLVTFHLILGTGTLDDGGALTERRSADATALKAEPVPLOKSAARSTDDN

e MQLYTYLYLLVPLVTFHLILGIGTLDDGGALTERRSADATALKAEPVLLQKSAARSTDDN

. | MQLYTYLYLLVPLVTFHLILGTGTLDDGGALTERRSADATALKAEPVLLQKSAARSTDDN

1 MQLYTYLYLLVPLVTFHLILGTGTLDDGGALTERRSADATALKAEPVLLQKSAARSTDDN

[ MQLYTYLYLLVPLVTFHLILGTGTLDHGGALTERRSADATALKAEPVLLQKSAARSTDDN

* MQLYTYLYLLVPLVTFHLILGTGTLDHGGALTERRSADATALKAEPVLLQKSAARSTDDN

: { GEDRLTQMKRILKQRGNKARGEEELQENQELIREKSNGKR 100
1 GKDRLTQMKRILKQRGNKARGEEELQENQELIREKSNGKR 100
{ GKDRLTQMKRILKQRGNKARGEEEVQENQELIREASNGKR 100
1 GKDRLTQMKRILKQRGNKARGEEEVQENRELIREASNGKR 100

~ GKDRLTQMKRILKQRGNKARGEEEVQASQEAIIEASNGKR 100
* GKDRLTQMKRILEQRGNKARGEEEVQASQEAITEASNGKR 100

~ AA

VII.8.5 ANALISIS DE LAS SECUENCIAS

A pesar de que las clonas estuvieron contaminadas con higado de ratén,

supusimos que las conotoxinas de C. regularis estaban en la muestra y decidimos

utilizar cebadores especificos de las conotoxinas mas comunes en el veneno de

los cénidos verdaderos para poder encontrar toxinas en el veneno deinterés. Los

resultados parecian muy alentadores, se obtuvieron varias conotoxinas para cada

uno de los cebadoresutilizados y las secuencias parecian estar completas. No

obstante cuando el Dr. Olivera, que es un experto en conotoxinas, analizo las

secuencias observo que las toxinas obtenidas pertenecian en realidad a otra

especie, Conus geographus. Este ultimo conido es sumamente utilizado en el

laboratorio del Dr. Olivera, se han realizado multiples estudios sobre su veneno y

posiblemente la contaminacion se dio por utilizar un reactivo que hubiera estado

en contacto con el veneno del conido. Para confirmar las sospechas del Dr.

Olivera se alinearon las secuencias obtenidas con aquellas pertenecientes a C.

geographus y pudimosver que, en efecto, no eran mas que secuenciasrepetidas.
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Vill. DISCUSION

 

El estudio del veneno de cénidos es relativamente reciente, hace tan sdlo 3

décadas que las primeras conotoxinas fueron aisladas y caracterizadas. Desde

entonces los descubrimientos que se han hecho al respecto no han dejado de

maravillarnos y poner en la mesa nuevas preguntas al respecto. El Laboratorio de

Biotoxinas del Centro de Investigacién Cientifica y Educacién Superior de

Ensenada (CICESE) ha contribuido durante 11 afios con nuevos descubrimientos

que nos han permitido entender de mejor manera al género Conus. En este

laboratorio se ha abordado el estudio del veneno mediante su purificacién a través

de HPLC, para aislar picos mayoritarios que puedan ser probados en distintos

blancos moleculares. No obstante, el enfoque de este trabajo fue abordarel

estudio del veneno del cénido desde otra perspectiva: se decidié trabajar desde un

punto de vista molecular, construyendo bibliotecas de ADNc que nos permitieran

encontrar secuencias que codifican para conotoxinas.

De las diferentes bibliotecas, podemos afirmar que la 3era result6 ser la mas

exitosa. Es verdad que de las 112 clonas analizadas tan sdlo una resulté ser una

conotoxina completa y dos un posible ARNm, pero estos resultados nos han

permitido plantearnos nuevos retos que resolver. Comparando nuestros resultados

con los de la bibliografia, encontramos que Biggs et a/ (2010) realizaron una

biblioteca de ADNedelas toxinas presentes en el veneno de Conuscalifornicus,

utilizando el mismo método que nosotros. Ellos analizaron 285 secuencias de las

cuales 120 (47%) resultaron tener clonas de ADNc maduros y de esa cantidad 50

(20%) resultaron ser distintas. Biggs y colaboradores concluyen que estas 50

clonas representan tan sdélo una minima fracciédn de la totalidad de los
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componentes dei veneno de C. californicus y que atin existen por lo menos 100

toxinas cuya secuencia es desconocida. Es cierto que al compararlos resultados

obtenidos en esta tesis, con los obtenidos por Biggs y colaboradores en el 2010,

nos damos cuenta que los nuestros no son idéneos. En perspectiva podemos

decir que para obtener buenos resultados es practicamente indispensable contar

con ARN de muy buena calidad. Se considera necesario trabajar con ductos

disecados de organismos vivos para que el tejido esté lo mas fresco posible;

ademas es recomendable trabajar con ARNm en lugar de ARN total para evitar

obtener secuencias que sean ARN mitocondrial o ribosomal.

Tenemos que tomar en cuenta que, de acuerdo a la nomenclatura establecida, los

miembros de una determinada superfamilia deben de tener en comun dos

caracteristicas: en la regidn del precursor deben de compartir una secuencia sefial

altamente conservada y en la region de la toxina madura deben de presentar un

arreglo de residuos de cisteinas unico, con un numero y patrén caracteristico. Por

esta razén es necesario realizar un andlisis exhaustivo antes de poderafirmar que

la toxina ha sido clasificada. Uno de los resultados mas interesantes de la 3era

Biblioteca es una secuencia de una conotoxina completa que se vuelve a mostrar

a continuacién:

MEKLMMLILIATALFSILVVIGGDGEKPLMGRTAAQRRLP

LRRRDCKQRGSDCDKDEECCPNLECKCQAGQCPQTDS

KCRP Stop

Por lo regular, en este tipo de analisis, la primera base de datos que se utiliza es

BLAST,tal como se hizo en este estudio; esto es porque BLAST suele ayudarnos

a tener una primera aproximacién de lo qué es la toxina con Ja que estamos

trabajando. Sin embargo, en el caso de este estudio su alcance fue limitado,

probablemente portratarse de conotoxinas nuevas o de especimenescon los que

se ha trabajado poco. En ese sentido, la posibilidad de poder consultar con la base
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de datos del laboratorio del Dr. Baldomero Olivera, en el Departamento de

Biologia de la Universidad de Utah, fue de gran ayuda.

Muchas veces, sobre todo cuando se trabaja con secuencias de ADN que estan

relacionadas,las primeras alineaciones que surjan pueden parecer a simple vista

que son las correctas; sin embargo esta primera impresién puede modificarse

conforme se profundice con el estudio. Tal es el caso de las alineaciones que se

hicieron para el precursor de nuestra toxina: en un principio parecia similar al de la

Familia mu (uy) pero después de compararlo con una toxina de la familia gamma

(y) de C. bullatus la similitud result6 ser mejor. Por otro lado, el patrén de cisteinas

tiene un papel muy importante a la hora de clasificar a las toxinas, y en un

principio parecia que éste era parecido al de una familia totalmente diferente a las

anteriores, el de la familia | de C. arenatus.

Ninguna de las dos alineaciones resultaba satisfactoria. El precursor seguia

presentando una gran disimilitud y, teniendo en cuenta que nuestro patrén de

cisteinas es C-C-CC-C-C-C-C, podiamos observar que no coincidia ni con el de la

familia de la toxina gammaquesdlo tiene 7 cisteinas (C-C-CC-C-C-C) ni con el de

la familia | (C-C-CC-CC-C-C) que tiene un arregio distinto.

En ese punto del estudio, fue importante contar con la posibilidad de trabajar con

la base de datos del Dr. Olivera, ya que el precursor de una toxina de C.

rosearapum result6 ser practicamente idéntico al de nuestra conotoxina. El

porcentaje de similitud ,de 88%, nos permitié afirmar que existia homologia entre

las dos secuencias; esto sumado al hecho de que ambastoxinas presentabanla

misma cantidad de cisteinas y que estas cisteinas presentaban un mismopatrén,

nos permite decir que es sumamente probable que estén relacionadas.
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Unaparte importante de esta investigacién fue el hallazgo de una conotoxina con

8 residuos de cisteinas, una condicién poco conocida que condujo a un extensivo

analisis bibliografico para sistematizar el estado de conocimiento, y asi

contextualizar nuestro descubrimiento. La primera superfamilia de conotoxinas con

8 residuos de cisteinas en ser descrita, fue la superfamilia | (C-C-CC-CC-C-C). A

diferencia del resto de las superfamilias, la superfamilia | se subclasifica en dos

grupos debido a que los aminoacidos que conforman a su péptido sefial no son

siempre los mismos, por lo que tenemos a la superfamilia |, y a la superfamilia lo.

Ademas podemosdistinguir en 3 grupos si nos fijamos en el patron de los residuos

de cisteinas: el grupo A (CXsgCXsCCXiCCX4CXe10C) y el grupo B

(CXgCXsCCX3CCX4CXe6C) pertenecen a la superfamilia |;, mientras que el grupo C

(CXeCXsCCX3CCX2.3CX3C) pertenece a la superfamilia lo. (Peng et al, 2008). El

patron de cisteinas que presenta la conotoxina de C. regularis, no pertenece a

ninguno deellos, por lo que esto sumado al hecho de que el precursor tampoco

coincide, nos permite descartar que nuestra conotoxina pertenezca a la

superfamilia 1. Por otro lado Peng y colaboradores (2008) habian caracterizado

una nueva conotoxina de 8 residuos de cisteinas cuyo patrén y secuencia sefial

eran Unicos. Esta nueva conotoxina (vida) fue extraida del caracol Conusvirgo, el

cual se encuentra clasificado dentro de las especies vermivoras. Peng y

colaboradores (2008) utilizaron esta secuencia sefial como un cebador que

permitiera obtener otras conotoxinas similares, encontrando conotoxinas muy

parecidas en Conus vitulinus y Conus caracteristicus. Ellos proponen una nueva

superfamilia denominada V. El arreglo de cisteinas que reportan para esta

conotoxina es idéntico al patrén que presenta la conotoxina encontrada en Conus

regularis (C-C-CC-C-C-C-C), no obstante fa’ secuencia sefial del péptido es

sumamente diferente. En este articulo, también mencionan que encontraron una

conotoxina en Conuslitteratus con el patron de cisteinas al que ellos proponen

como superfamilia V, no obstante la secuencia del péptido sefial que esta toxina

presenta esdistinto al que ellos habfan propuesto para esta superfamilia.
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Sobre esta base, parece correcto haber establecido que nuestra conotoxina

presenta una similitud muy alta con la perteneciente a C. rosearapum, sobre todo

en la regién del precursor, y que tienen el mismo patrén de cisteinas. Esto nos

lleva a pensar que es probable que la superfamilia V presente la misma

complejidad que la superfamilia |, donde un precursor y un patrén de cistefnas no

definen a la superfamilia. Es claro que el precursor de la conotoxina de C.

regularis, C. rosearapum C.litteratus no coinciden con el precursor que Peng et

al clasifican como V, no obstante el patrén de cisteinas si es idéntico al de esta

superfamilia.

Esta aparente contradiccién nos {leva a plantear diferentes soiuciones: pudiera ser

que la conotoxina de C. regularis y la conotoxina de C. rosearapum pertenezcan a

una nueva superfamilia aun no descrita; que ambas conotoxinas pertenezcan a la

superfamilia V pero que presenten un precursordistinto a esta como seria el caso

de la conotoxina de C.litteratus, o que la toxina de C. regularis pertenezca a una

superfamilia completamente distinta al veneno de los cénidos mencionados. Es

importante recalcar que la nomenclatura hasta ahora descrita nace de la

necesidad que como seres humanos tenemos declasificar las cosas. Por lo tanto

podemosdecir quela clasificacién hasta ahora mencionada es totalmente artificial

y es sumamentedificil que todas las toxinas puedan clasificarse perfectamente

dentro de estas agrupaciones.

Otro segmento interesante de este estudio es lo que nos llevé a resultados que

permiten sospechar firmemente que C. regularis es vermivoro. Sabemos que

existe una divergencia interespecifica sumamente remarcable en los genes que

codifican para los péptidos que se encuentran en el veneno delos cénidos;la cual

puede ser debida a las interacciones bidéticas especificas para cada especie. Los

conopéptidos que se encuentran en el veneno de una determinada especie

pueden ser correlacionados con los parametros ecolégicos y de comportamiento

que esta pueda presentar en su habitat, por lo tanto conocer Ia distribucion y la
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funcién fisioldgica de los conopéptidos puede serutilizada como una manera de

realizar estudios ecolédgicos a la inversa: el veneno es una lectura molecular de las

interacciones bidticas de una especie o clado (Olivera, 2002). Incluso existen

casos extremos en los que una familia de péptidos puede ser especifica de un

clado: se puede encontrar Unicamente en las especies que pertenezcan a éste.

Las pruebas que nos guiaron a afirmar que C. regularis es una especie vermivora

son las siguientes: en primer lugar, en la 3era biblioteca se encontré un ARN

mensajero que, de acuerdo a la base de datos de BLAST, posiblemente codifica

para conotoxinas pertenecientes a la superfamilia T, presente en el veneno de

Conuslitteratus. Este tipo de conidos se alimentan exclusivamente de poliquetos,

principalmente de Capitellidae, y son alimento de un cénido moluscivoro, C.

marmoreus (Duda et al, 2001). En segundo lugar, C. regularis no sdélo presentéd

toxinas similares a las de este cénido vermivoro sino que, de acuerdo a Pengetal

(2008), la toxina es similar a aquellas presentes en el veneno de C. virgo, que

también es un caracol que se alimenta de vermes. Esto nos permite afirmar queel

veneno de un cénido esta sumamente relacionado con el habitat en el que se

encuentra y que porlo tanto es muy probable que C. regu/aris mantenga unadieta

basada principalmente en poliquetos.

Parafinalizar, diremos que en este trabajo abordamosel estudio del veneno de C.

regularis desde un punto de vista molecular, analizamos cuales son las

secuencias que conforman a las toxinas que comprenden al veneno lo que nos

permite entender mejor a la biologia del cénido. No obstante esta base de datos

de toxinas de Conus regularis es tan sélo el primer peldafio de una serie de

estudios que se pueden llevar a cabo. Cada secuencia codifica para una toxina

que puedesersintetizada y a su vez probada en disitntos blancos moleculares los

cuales puedenestar involucrados en alguna enfermedad en especifico.
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IX. CONCLUSIONES

 

Se construyeron 6 bibliotecas de Conus regularis, siendo la tercera de la que se

obtuvo una secuencia que codifica para una nueva conotoxina completa.

Existen tres posibilidades para clasificar a la nueva conotoxina encontrada: que

pertenezca a una nueva superfamilia de toxinas junto con una toxina de C.

rosearapum, que pertenezca a una subclasificacién de la superfamilia V propuesta

por Peng ef a/ (2008) o que pertenezca a una nueva superfamilia de conotoxinas

adn no descrita.

En el tejido del ducto venenoso de Conus regularis se encontro ARN mensajero

similar al que codifica para conotoxinas de la superfamilia T en conotoxinas de C.

litteratus. Es posible que al utilizar un cebador especifico para esta conotoxina se

encuentren mas conotoxinas.

El hecho de que se hayan encontrado conotoxinas similares en cénidos que se

alimentan de gusanos, nos permite sugerir que C. regularis es una especie

vermivora.
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X. PERSPECTIVAS

 

Se disefid un cebador en base a las similitudes que presentan la toxina de Conus

regularis y la toxina de Conus rosearapum. Este cebador nos permitira identificar

mas toxinas en el veneno de Conus regularis y de esta manera, poder tener mas

herramientas para llegar a una conclusi6n con respecto a cémoclasificar a la

toxina encontrada.

Realizar nuevamentela biblioteca, siguiendo los mismos pasos quesesiguieron al

realizar la 3era biblioteca. Esta vez empezando con una mayor cantidad y de

mejo calidad de ARN para de esta manera poder obtener mas ARN mensajero.
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Xll. ANEXO

 

Mezcila Maestra

2 ul 5x Buffer de la primera cadena

0.25 ul DTT (100 m)

1 ul Mezcla dNTP

1 ul Cebador SMARTerIl A (12 yM)

5'-AGGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACXXXXX- 3’ donde X= a una base no

descrita propiedad de la secuencia SMARTer.

0.25 ul Inhibidor de RNAsa

1 ul Transcriptasa reversa SMARTscribe

 


