TESIS DEFENDIDA POR
Karla Oyuky Juarez Moreno
Y APROBADA POR EL SIGUIENTE COMITE

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro Dr. José de Jesus Garcia Valdés

Co-Director del Comité Co-Director del Comité
Dr. Fernando Diaz Herrera Dra. Anamaria Escofet Giansone
Miembro del Comité Miembro del Comité

Dra. Ana Denise Re Araujo
Miembro del Comité

Dr. Facundo Joaquin Marquez Rocha Dr. Raul Ramon Castro
Escamilla

Coordinador del programa de Director de Estudios de
posgrado en Acuicultura y Posgrado

Biotecnologia Marina

16 de Noviembre de 2005



CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA Y DE EDUCACION SUPERIOR DE
ENSENADA

CICESE

PROGRAMA DE POSGRADO EN CIENCIAS
CON ORIENTACION EN BIOTECNOLOGIA MARINA

CARACTERIZACION ELECTROFISIOLOGICA DEL VENENO DEL CARACOL
MARINO Conus californicus EN CANALES IONICOS DE POTASIO

TESIS

que para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de
MAESTRO EN CIENCIAS

Presenta:
KARLA OYUKY JUAREZ MORENO

Ensenada, Baja California, México, 16 de Noviembre del 2005



RESUMEN de la tesis de Karla Oyuky Juarez Moreno, presentada como requisito parcial para la obtencion del
grado de MAESTRO EN CIENCIAS con Orientacion en BIOTECNOLOGIA MARINA. Ensenada, Baja California.
Noviembre del 2005.

Caracterizacion Electrofisiolégica del Veneno del Caracol Marino Conus californicus en Canales
I6nicos de Potasio

Resumen aprobado por:

Dr. Alexei Feddrovish Licea Navarro
Director de Tesis

Los caracoles del género Conus, tienen un aparato venenoso que les sirve para cazar y como defensa
contra sus depredadores. El veneno de estos caracoles contiene péptidos ricos en cisteinas llamados
conotoxinas. Estas se organizan en cabales, que son toxinas de diferentes tipos que actlian de manera
conjunta para generar el mismo efecto fisiologico final. Las conotoxinas se unen de forma especifica y con
gran afinidad a sus blancos, constituidos por canales i6nicos y algunos receptores. Por ello algunas de
estas toxinas estan en pruebas clinicas para el tratamiento de enfermedades como el dolor crénico. Las
conotoxinas que se unen a canales iénicos de potasio han sido poco estudiadas, a pesar de la amplia
distribucién y abundancia de este tipo de canales.

En este trabajo, se determind que en el veneno de Conus californicus existen toxinas que afectan los
canales ionicos de potasio: Shaker y Hslo expresados heterdlogamente en ovocitos de las ranas de la
especie Xenopus laevis. El efecto de distintas fracciones obtenidas por HPLC en Fase Reversa del
veneno de C. californicus sobre los canales de potasio, fue medido con la técnica de Fijacion del Voltaje
por Dos Electrodos.

Los resultados obtenidos indican que en el veneno de C. californicus existen al menos tres fracciones que
disminuyen de manera considerable la corriente del canal de potasio Shaker IR. Esta actividad se localiza
en las fracciones obtenidas mediante HPLC que eluyen en los minutos 5, 28 y 44. El porcentaje de
disminucién de la corriente para la fraccion del minuto 5 fue de 40%, para el minuto 28 fue de 55% y para
el minuto 44 fue de 44%. En el caso del canal Hslo, hasta el momento se tiene precisado que en las
fracciones obtenidas por HPLC que eluyen en los minutos 20-25 y 45-50 existié una disminucion de la
corriente del 20% y 12% respectivamente; sin embargo este efecto no pudo ser detectado al evaluar los
minutos individuales de las fracciones debido a la baja concentracion de las mismas.

También se determind que el veneno de C. californicus varia dependiendo de la temporada del afio en la
cual se recolectaron los organismos.

Palabras clave: Conus californicus, k-conotoxinas, canales ionicos de potasio, electrofisiologia, Fijacion
del Voltaje por Dos Electrodos.



ABSTRACT of the thesis presented by Karla Oyuky Juarez Moreno as a partial requirement to obtain the MASTER
OF SCIENCE degree with orientation in MARINE BIOTECHNOLOGY. Ensenada, Baja California, Mexico.
November 2005.

Electrophysiological Characterization of the Venom of Marine Snail Conus californicus in

Potassium Ion Channels

Abstract approved by:

Dr. Alexei Feddrovish Licea Navarro
Thesis Director

The marine snail Conus californicus has a venom apparatus used to Kill its prey; the venom contains an unique set
of 50 to 200 different peptides called conotoxins. Those have a highly targeting selectivity of voltage-gated
and ligand-gated ion channels, acting as blockers of voltage-gated Caz*, Na* and K* channels. Due to the
high selectivity and affinity of these toxins, several of them are in various stages of clinical development for
treatment of human diseases. Despite of its variability, only few conotoxins acting on K* channels have
been identified and characterized, and were commonly called k-conotoxins. Potassium channels are a big
family of proteins greatly distributed among all the kingdoms, and have been implicated in relevant
neurodegenerative pathologies such as Parkinson’s and Alzheimer’s diseases and chronic pain.

In this study we purified different fractions of the venom of C. californicus by RP-HPLC according to its
retention time. We tested the effect of those fractions in heterologous expressed K* channels as Shaker IR
and Hslo channel in Xenopus laevis oocytes using the Two Electrode Voltage Clamp technique.

Up to date, our results indicated that in the venom of C. californicus there are at least three fractions in the
minutes 5, 28 and 44, which caused a significant decrease of the current when were tested on the Shaker
IR channel in 40%, 55% and 44% respectively. In the case of the Hslo channel, there are two fractions in
the minutes 20 to 25 and 45 to 50, which diminished the current of the channel in 20% and 12%
respectively, we tried to test the individual minutes but was unable because of its low concentration.

We stated that the venom of the marine snail C. californicus had a different activity according with the
season in which the organisms were collected.

Keywords: Conus californicus, k-conotoxins, Potassium lon Channles, Electrophysiology, Two Electrode
Voltage Clamp.
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I. INTRODUCCION

Fue desde 1935 que se realizaron los primeros reportes documentados de
envenenamientos por picadura de caracoles marinos del género Conus (Hanna y
Strong, 1949), pero no fue si no hasta hace poco mds de 20 afios con el
descubrimiento de las toxinas provenientes de distintas especies de Conus, que se les
dio la relevancia como herramientas en el estudio y caracterizaciéon de una amplia
variedad de canales i6nicos (Cruz et al., 1978; Olivera y Cruz, 2001; Olivera et al.,
1985). Los canales i6nicos de potasio estdn ampliamente distribuidos en todos los
organismos y constituyen la familia mds grande y diversa de este tipo de proteinas.
Sus mutaciones y deficiencias estdn asociadas a enfermedades neuroldgicas, cdncer,
ataxia, espasmos musculares, sordera e infartos al miocardio, por lo tanto, es
importante obtener bloqueadores o activadores de estos canales que permitan
entender estas canalopatias y generar nuevos farmacos para su tratamiento. Esta
comprobado que las conotoxinas sintéticas se utilizan como farmacos para el
tratamiento de enfermedades cuyos medicamentos son poco eficientes o atn no
existen. Sin embargo, se sabe muy poco sobre las conotoxinas que afectan los
canales i6nicos de potasio, por ello es importante analizar electrofisiolégicamente el
veneno de estos caracoles, para determinar el efecto que tienen sobre este tipo de

canales.
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II. ANTECEDENTES

II.1 Generalidades

Los caracoles del género Conus son un grupo de moluscos que tienen un aparato
venenoso que les sirve para cazar, como defensa contra depredadores y competidores

y para regular otras interacciones bioldgicas (Olivera et al., 1990; Olivera, 1999).

Se cree que la primera radiacion de los Conus ocurrié después de la extincion de los s
dinosaurios y las amonitas, hace aproximadamente 50 millones de afios, actualmente
se destacan como uno de los principales depredadores en las comunidades arrecifales
y los hdbitat marino tropicales (Olivera et al., 1990). Los Conus se alimentan de
gusanos poliquetos, moluscos y peces, en base a esto se clasifican en vermivoros,
moluscivoros y piscivoros, respectivamente (MclIntosh y Jones, 2001).

Existen aproximadamente 500 especies de Conus, todas venenosas (Figura 1).

———

Figura 1. Conchas caracteristicas de algunas especies de Conus. (www.conus_shells.com).
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Debido a su valor comercial para los coleccionistas de conchas, algunas especies han
sido asociadas a envenenamientos humanos, las més frecuentes son Conus textile y C.
geographus, siendo probablemente este ultimo el mds venenoso de los caracoles

reportados (MclIntosh y Jones, 2001; Olivera, 1999) (Figura 2).

Figura 2. Caracol de la especie Conus geographus. Probablemente éste caracol es el que se ha
asociado a mas envenenamientos humanos ( MclIntosh y Jones, 2001).

El envenenamiento por Conus difiere con la especie pues se ha observado que los
sintomas producidos por toxinas de caracoles piscivoros (C. geographus), son muy
diferentes de aquellos que presentan las toxinas de caracoles moluscivoros o
vermivoros. En general, el dolor y la pardlisis muscular son los sintomas mas
comunes (Olivera ef al., 1990). Hasta la fecha no existe un antiveneno, y en los casos
de envenenamiento unicamente se administran primeros auxilios, prevenciones

respiratorias y cardiovasculares (McIntosh y Jones, 2001).
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I1.2 Aparato Venenoso de los Conus

El aparato venenoso de los caracoles del género Conus (Figura 3) consiste de un
bulbo que sirve como reservorio del veneno, ésta estructura consta de un tejido
muscular desarrollado que es utilizado para expulsar el veneno a través del ducto

venenoso.

Figura 3. Estructura general del aparato venenoso y de la radula de los caracoles del género
Conus. La figura superior muestra la morfologia general del aparato venenoso de los conus, el cual
consta de las siguientes estructuras: vb, bulbo venenoso, vd, ducto venenoso, rs, saco radular, h,
radulas, p, faringe, pr, proboscide. La figura inferior muestra una micrografia electrénica de una
rddula en forma de harpoén del caracol Conus purpurascens (Olivera et al., 1990)

El ducto venenoso desemboca en la faringe del organismo, mientras que el saco

radular se une en la parte anterior de la faringe. Se cree que es en este sitio en donde
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las rddulas se cargan con el veneno (Kohn er al., 1972). EI saco radular estd
compuesto por dos protuberancias, una larga que contiene aproximadamente 60
rddulas, y otra corta que contiene entre 10 a 12 rddulas. En el saco radular se observa
un tejido ciliado en forma lineal, que posiblemente facilita la salida de las rddulas del
saco radular hacia la faringe. Las rddulas tienen la forma de un harpén hueco y estdn
constituidas por quitina. En la (Figura 4), puede observarse un esquema de la

disposicion del aparato venenoso de los caracoles del género Conus.

e Disposicidn del aparato venenoso
ey T — de los Conus

Figura 4. Estructura de la disposicion del aparato venenoso de los Conus.

En el caso del caracol Conus californicus (Figura §) existen evidencias que indican
que las rddulas son cargadas con el veneno mientras se encuentran en el saco radular,
a diferencia de otros grupos que parece que las raddulas se cargan con el veneno
cuando llegan a la faringe, ademds los caracoles de la especie C. californicus, son de

clima frio, tienen habitos diurnos y alimentaciéon generalizada, caracteristicas
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opuestas a los demds miembros del género (Kohn et al., 1999; Marshall et al., 2002;

Saunders y Wolfson, 1961).

Figura 5. Organismo de la especie Conus californicus.
(http://www.divebums.com/FishID/Pages/california_cone.html) Paul Foretic.

I1.3 Organizacion del Veneno de los Conus

El veneno de los Conus estd organizado en cabales, que son grupos de péptidos que
actian de manera conjunta para lograr el mismo efecto fisioldgico final (Terlau y
Olivera, 2003). Existen varios cabales en C. purpurascens por ejemplo el “motor
cabal” o cabal motriz que inhibe la transmisién neuromuscular y el “lightning-strike
cabal” que ocasiona inmovilizacidn tetdnica inmediata, lo que permite que las toxinas
de este cabal se difundan por todo el cuerpo de la presa hasta llegar a los axones
motores y a las uniones neuromusculares, ocasionando una parélisis neuromuscular

irreversible (Olivera y Cruz, 2001). Existe otro tipo de cabal denominado “cabal
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nirvana”, estd presente en C. geographus y provoca un estado de relajacion corporal;
los péptidos pertenecientes a este cabal como la Conantocina-G y la Contulacina-G,

disminuyen la actividad de los circuitos neuronales (Olivera y Cruz, 2001).

El veneno de los Conus esta constituido por proteinas (como fosfolipasas de tipo A,),
péptidos y componentes no peptidicos (como serotonina y dcido araquidénico)
(MclIntosh et al., 1999). Los componentes peptidicos del veneno se pueden dividir en
dos grupos:

1) Los que contienen multiples enlaces disulfuro, cominmente denominados

conotoxinas

2) Aquellos péptidos con un enlace disulfuro o ninguno (conantocinas, contrifanos,
contulacinas). Sin embargo, las conotoxinas han sido el grupo mads estudiado

(MclIntosh y Jones, 2001).

I1.4 Generalidades de las Conotoxinas

En general los componentes peptidicos de algunos venenos deben ser lo
suficientemente estables para resistir la degradacién enzimdtica inducida por
proteasas presentes en el mismo veneno y aquellas que se encuentran en la presa;
dicha estabilidad se consigue mediante modificaciones post-traduccionales y
multiples enlaces disulfuro que favorecen el plegamiento estable del péptido (Lewis y

Garcia, 2003).
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Las conotoxinas son péptidos pequefios de entre 10 a 35 residuos de aminodacidos,
ricos en cisteinas y enlaces disulfuro, lo que les proporciona gran estabilidad
estructural (Conticello et al., 2001). Se calcula que las conotoxinas presentan un
contenido de cisteinas entre 22 al 50% y la mayoria forman tres enlaces disulfuro que
les brinda una termo-estabilidad poco com[un a[un a temperaturas de 100°C
(Conticello et al., 2001; MclIntosh y Jones, 2001; Olivera, 1999; Olivera et al., 1990).
Las conotoxinas presentan modificaciones post-traduccionales numerosas e inusuales,

inclusive algunas s6lo se han descrito para esta clase de péptidos (Craig et al., 1999).

Las modificaciones post-traduccionales presentes en las conotoxinas incluyen
amidacion del carboxilo terminal, sulfonacién de tirosinas, bromacion en triptofanos,
glicosilacion en treoninas, y carboxilacion en glutaminas, hidroxilacién de prolinas,
piroglutamacién, ciclizaciéon de los extremos amino Yy carboxilo terminal e
isomerizaciéon en aminodcidos de tipo D, estas modificaciones incrementan la bio-
disponibilidad, potencia y estabilidad de los péptidos presentes en el veneno (Lewis y

Garcia, 2003).

Se estima que existen 50,000 secuencias tnicas de conotoxinas presentes en las mds
de 500 especies de Conus, se ha reportado que en cada especie puede existir un
repertorio de entre ~100 a 300 conotoxinas diferentes (Arias y Blanton, 2000;
Mclntosh et al., 1999; Olivera, y Cruz, 2001). EIl ambiente cambiante y el amplio

espectro de presas, competidores y depredadores, probablemente ejercié una fuerza
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de presion selectiva para generar nuevos y mds poderosos componentes del veneno

(Olivera y Cruz, 2001).

I1.5 Precursor Peptidico

Cada conotoxina es codificada por un ARN mensajero. El producto inicial de la
traduccion es un precursor denominado pre-propéptido de 70 a 120 residuos de
aminodcidos en promedio (Figura 6). El precursor presenta una organizacién
caracteristica que consiste de una secuencial sefial (regién pre) en el amino terminal,
con un tamafo aproximado de 20 aminodcidos, una secuencia llamada regién pro,
que contiene en promedio 40 aminodcidos y una secuencia de corte proteolitico que
exhibe una tasa de mutacion baja, y en el extremo carboxilo terminal se encuentra la
toxina madura con un tamafio promedio de 10 a 35 residuos de aminoécidos (Arias y

Blanton, 2000; Craig et al., 1999; Olivera y Cruz, 2001).

Precursor Peptidico:
pre-propéptido

b 120
™ COO-
| Z20-30

Region Pre

~N COO-
31 —Oo-80
Region Pro
™ COO-

Seq. Hidrélisis

N COoOo-
85 120
Toxina Madura L
™ COO-

Figura 6 Esquema de la organizacion caracteristica del Precursor Peptidico de las Conotoxinas.
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El péptido sefial es altamente conservado entre miembros de la misma familia de
toxinas, al parecer juega un papel importante en las vias de secreciéon de cada
conotoxina y contiene los aminodcidos determinantes para el correcto plegamiento
del precursor peptidico. A diferencia del péptido sefial, la toxina madura es
hipervariable, permaneciendo Unicamente constante el arreglo de los residuos de
cisteina y los enlaces disulfuro que se forman entre ellas (Craiget al., 1999; Olivera y
Cruz, 2001). La gran diversidad de conotoxinas presentes en el veneno de los Conus,
se debe precisamente a la hipermutacion de la regiéon de la toxina madura,

conservando la estructura bésica de arreglos de cisteinas y el péptido sefial.

Se sabe que la diversidad de las conotoxinas estd asociada a un proceso de
duplicacién de locus y una rapida divergencia, ya que las conotoxinas estin
estrechamente relacionadas con su capacidad de paralizar a presas, la rdpida
evolucion adaptativa de estos loci, supone que las conotoxinas estdn bajo mecanismos
de presion de seleccion en respuesta a los cambios en la disponibilidad y
accesibilidad de presas particulares, puede entonces existir una coevolucion de presa-
depredador en donde los mecanismos de seleccidon sean similares a los que se
observan en las interacciones hospedero-patégeno, lo cual explica la rdpida

diversificacion de los loci (Duda y Palumbi, 1999)
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Las conotoxinas se clasifican en familias basdndose en el blanco molecular al que se

unan.

Tabla I. Clasificacion de las conotoxinas en Familias

FAMILIA DE BLANCO ACCION REFERENCIA
CONOTOXINA MOLECULAR BIBLIOGRAFICA
o Receptores acetil Bloqueadores y | Arias y Blanton, 2000;
colina nicotinicos antagonistas Lewis y Garcia, 2003
(AChRs)
0 Canales i6nicos de Retardan Shoon et al.,, 1995;
Na* inactivacion MclIntosh 'y Jones,
2001
K Canales i6nicos de Bloqueadores Shoon et al.,1998;
K* Terlau et al., 1996
A Aun no se conoce Aun no se Balaji et al., 2000
conoce
n Canales i6nicos de Bloqueadores | Olivera et al., 1990
Na* dependientes
de voltaje
€ Atin no se conoce Reducen la Rugby et al., 1999
liberacién de
ACh
p adrenoreceptores de | Inhibidores no | Harvey, 2002; Lewis y
tipo o competitivos | Garcia, 2003
c Receptores de Antagonistas de | McIntosh 'y Jones,
serotonina la serotonina | 2001
T Canales 16nicos de Bloqueadores | McIlntosh 'y Jones,
Ca™ 2001
X Transportadores de Bloqueadores | Harvey, 2002
noradrenalina
v nAChRs Antagonistas no | McIntosh 'y Jones,
competitivos de | 2001
los nAChRs
® Canales i6nicos de Bloqueadores | Olivera et al., 1990

Ca®* dependientes
del voltaje
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A su vez, cada familia estd agrupada en una Superfamlia sus miembros comparten la

secuencia sefal del precursor peptidico (region pre). (Jiménez et al., 2003; Mclntosh

y Jones, 2001). Asi, existen siete superfamilias de las cuales se enlistan sus

principales caracteristicas a continuacion:

Tabla II. Clasificacion de las conotoxinas en Superfamilias.

SUPERFAMILIA CONOTOXINAS PATRON DE ENLACES REFERENCIA
QUE PERTENECEN DEULFURQENTRE
A ESTA FAMILIA CISTEINAS
A - Cys1-Cys2 Cys 3-Cys4 Arias y Blanton,
aA- Cys1-Cys5,Cys2-Cys3,Cys4- 2000;
KA- Cys6 Balaji et al,
Cys1-Cys4,Cys 2-Cys 3 2000.
M p-y- y kM- Cys1-Cys4, Cys2-Cys5,Cys3- | McIntosh y
conotoxinas Cys6 Jones, 2001
Con un patrén de cisteinas Olivera et al.,
CC-C-C-CC 1990
o ®-, K-, 6- y pO- | Cysl-Cys4, Cys2-Cys5 y Cys3- | Mclntosh et al.,
conotoxinas Cys6 1999
Con un patrén de cisteinas
C-C-CC-C-C
P péptido No se ha determinado Jones y Bulaj,
espasmodico Se sabe que tiene 6 Cys 2000.
I k-BtX y ViTx No se ha determinado, Jiménez, et al.,
Se sabe que contienen 8 Cys | 2003-
S G-conotoxinas No se ha determinado, Jones y Bulaj,
Se sabe que contienen 8 Cys | 2000-
T Péptidos tx5a, pSa, Cys1-Cys 3, Cys2-Cys 4 Walker et al.,

auSa y au5b

1999

11.7 Efectos de las Conotoxinas en los Blancos Moleculares

Las a-conotoxinas

inhiben los AChRs en las uniones neuromusculares en

vertebrados, estas toxinas se han aislado principalmente de tres diferentes caracoles

marinos piscivoros como C. geographus, C. magus 'y C. striatus, la a-conotoxina GI
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es un potente bloqueador de los AChRs en las uniones neuromusculares de algunos
vertebrados, mientras que las a-conotoxina SI y SII son potentes inhibidores de estos

receptores en teleosteos (Hopkins et al., 1995).

Las aA-conotoxinas actian como antagonistas de los AChRs ocasionando paralisis
instantdnea; la primer conotoxina perteneciente a esta familia fue la aA-conotoxina
PIVA aislada a partir de C. purpurascens, existe también otra aA-conotoxina MII que
es capaz de diferenciar entre subtipos distintos de los AChRs (Cartier et al., 1996;

Hopkins et al., 1995).

La 6-conotoxina PVIA fue la primera 6 conotoxina en ser aislada a partir de los
extractos crudos del veneno total de C. purpurascens, ocasiona un efecto de paralisis
tetanica instantanea e incrementa la excitabilidad en las uniones neuromusculares, su
blanco molecular son los canales de sodio dependientes de voltaje (Shoon et al.,

1995). Otros blancos moleculares se muestran en la (Figura 8).

Na®
| 7(-)»-conotoxinar
r-conotoxina
- i-iconotoxina
Ca® o -t
- —— i d-iconotoxina
o §
l =y — A Na®
RS N
2 r ¥ 5
Ca o Musculo ,} e

W-conotoxina |
Canal iGnico \ Canal
| de Sodio oy ignico de
2 . Potasio
Canal
Isnleo wis R e s
alere Acetil calina

ACh: Acetil colina

RS: Reticulo Sarcc

Figura 7 Blancos moleculares de las conotoxinas. Algunos de los blancos moleculares de estas
toxinas lo constituyen los canales iénicos. (McIntosh y Jones, 2001).
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I1.8 Usos, Aplicaciones y Desarrollo de Nuevos Farmacos a Partir de las
Conotoxinas

Las conotoxinas se utilizan en las neurociencias para seleccionar, discriminar y
bloquear receptores y canales idnicos, para investigar la fisiologia de un subtipo
particular de canal i6nico y para determinar el patrén de distribucion de éstos en las
membranas celulares al acoplar las conotoxinas a fluor6foros (Mclntosh et al., 1999;

Nelson, 2004).

Las ventajas farmacoldgicas de las conotoxinas son su tamafio pequefio, sintesis
relativamente sencilla, estabilidad estructural y especificidad de sus blancos (Lewis y
Garcia, 2003). De los 50,000 conopéptidos que se calcula que existen, menos del
0.1% han sido caracterizados farmacol6gicamente. Los conopéptidos que se han
caracterizado son altamente especificos para ciertos canales idnicos y receptores
asociados a las vias del dolor, incluyendo los AChRs, los transportadores de
noradrenalina, los canales de calcio, los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) y

los receptores de neurotensina (Lewis y Garcia, 2003).

Una limitante del uso de péptidos para el tratamiento de algunas patologias es su
incapacidad para cruzar las barreras epiteliales como la barrera hemato-encefélica.
La bio-disponibilidad oral de los péptidos presentes en los venenos es generalmente
baja debido a su tamafio y naturaleza hidrofilica; esto significa que los péptidos deben
ser administrados en el sitio de accién ya sea de forma intravenosa, intratecal,

intraperitoneal, intramuscular, subcutdnea o por medio de una inyeccion epidural
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(Lewis y Garcia, 2003). Sin embargo, si se combinan la disponibilidad de los
péptidos con una distribucidn restringida de sus blancos puede ser de gran ventaja
cuando lo que se desea es actuar sobre un blanco en particular (Lewis y Garcia,

2003).

I1.9 Ziconotide

Las conotoxinas son fuente de mejores y nuevos farmacos, actualmente existe en el
mercado la conotoxina sintética Ziconotide, comercializada por Prialt y Elan
Corporation; es una ®-conotoxina MVIIA aislada de C. magnus. Esta toxina es un
bloqueador selectivo y especifico de los canales de calcio dependientes de voltaje de
tipo N (Figura 8), posee propiedades analgésicas y neuroprotectoras, que han sido
atribuidas a la inhibicion de la liberacion de neurotransmisores excitatorios y a la
supresion de los efectos secundarios del flujo de calcio después de una isquemia o un
trauma cerebral. No tiene afinidad por otros canales i6nicos y tampoco interacciona
con receptores colinérgicos, monoaminérgicos y peptidicos (Rajendra et al., 2004;

Bowersox y Luther, 1998).
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Figura 8 Accién del Ziconotide. La conotoxina sintética Ziconotide actua en los receptores del dolor
(nocireceptores) bloqueando los canales de calcio dependientes del voltaje, su accidén es mucho mas
potente que la de la morfina (que estd involucrada en el bloqueo los canales de calcio dependientes del
voltaje) ademds de que no causa tolerancia ni adiccion (Bowersox y Luther, 1998).

La conotoxina SNX-111 es como también se le conoce, se une de una forma saturable
y reversible a una sola clase de canal de calcio neuronal, su aparente constante de
disociacién (Kp) se ha determinado en preparaciones sinaptonémicas de cerebro de
rata es de ~10pM, estos canales tienen como funcién regular la despolarizacién
inducidad por la entrada de calcio y mediante esta accién controlar una variedad de
procesos intracelulares dependientes de calcio que incluyen la modulacion de la
excitabilidad neuronal, la liberacién de neurotransmisores, activacion de los sistemas

de segundos mensajeros y la transcripcion de genes (Bowersox y Luther, 1998).

La conotoxina sintética Ziconotide actualmente se encuentra en la fase clinica IV y es

utilizada para el tratamiento de pacientes con SIDA, céncer, dolor crénico, dafio



36

cerebral traumdtico, isquemia cerebral y dafio en la médula espinal; su principal
ventaja es que es mds potente que la morfina, no produce tolerancia, adiccién, ni
problemas colaterales ocasionados por todos los derivados opidceos y exhibe
actividad neuroprotectora (Bowersox y Luther, 1998; McIntosh y Jones, 2001;
Olivera y Cruz, 2001; Rajendra et al., 2004). Ademads se reportado que dosis sub-
nanomolares aplicadas intratecalmente producen analgesia hasta por 24 horas en
modelos bioldgicos inflamatorios y neuropéticos (Bowersox y Luther, 1998; Lewis y

Garcia, 2003).

También se sabe que otra w-conotoxina, la ®-MVIIC bloquea la liberacién inducida
por potasio de algunos aminoécidos excitatorios como el dcido glutdmico y el dcido
aspdrtico en cortes histologicos de hipocampo de rata (MclIntosh y Jones, 2001;

Olivera y Cruz, 2001; Rajendra et al., 2004).

Existen otras conotoxinas que se encuentran en fases clinicas para el tratamiento de

enfermedades o procesos neuroquirirgicos, por ejemplo:

1) La o®-conotoxina GVIA aislada de C. geographus actia como antagonista de
los canales de calcio de tipo N, al parecer tiene un papel neuroprotector contra
los dafios producidos por la isquemia cerebral. Inhibe la liberacion excesiva
de neurotransmisores incluyendo algunos aminodcidos exitatorios, su papel
neuroprotector tiene efecto en el Sistema Nervioso Central y el Sistema

Nervioso Periférico. La aplicaciéon tdpica de la w-conotoxina GVIA en la
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médula espinal inhibe considerablemente la liberacion exocitica de
neurotransmisores de las fibras aferentes y las conexiones interneuronales y
por lo tanto, reduce la hiperexcitabilidad de las neuronas de la médula espinal

durante la inflamacién (Rajendra et al., 2004).

La o-conotoxina CVID aislada de C. catus y desarrollada por AMRAD
Operations Pty. Ltd., con el nombre de AM336, se encuentra actualmente en

la fase clinica III para el tratamiento del dolor crénico (Lewis y Garcia, 2003).

La conotoxina a-GI es un agonista de los nAChRs y funciona como
analgésico, representa una alternativa viable para el uso de moléculas
pequefias como relajantes musculares utilizados durante procesos quirtrgicos,
pero con la desventaja de que tienen periodos de recuperacion lentos. Otro
ejemplo es la a conotoxina Vcl.1 que también tiene propiedades analgésicas

(Arias y Blanton, 2000; Lewis y Garcia, 2003).

Las p-conotoxinas son inhibidores no competitivos de los adrenoreceptores
de tipo a;, y son consideradas como potentes candidatas para el desarrollo de
nuevos farmacos contra la hipertension y fibrilacion atrial (Harvey, 2002;

Lewis y Garcia, 2003).

La Contulacina-G y la Conantocina-G (CGX-1007) aisladas de C.

geographus y patentadas por Cognetix Inc. La Conantocina-G es un potente



6)

7)

38

antagonista de los receptores NMDA, bloqueando especificamente a los
receptores que contienen la subunidad NR2B. Algunos estudios muestran
que la Conantocina-G se une a la subunidad NR2B e incrementa los niveles
intracelulares de calcio y la formacion de GMPc en cultivos celulares de
granulos de cerebelo. Al parecer también funciona como potente agente
antiepiléptico y neuroprotector en modelos animales de dafio histolégico,
dafio nervioso e inflamacién (Lewis y Garcia, 2003; Olivera y Cruz, 2001;

Rajendra et al., 2004).

Las yx-conotoxinas son inhibidores no competitivos del transporte de
noradrenalina, su farmacologia fue descrita inicialmente en los vasos
deferentes de rata. Las aplicaciones intratecales de la conotoxina y-MrIA
producen analgesia en un ensayo de resistencia al calor en ratones, ademds
esta toxina es mds potente que la morfina en modelos de rata de dolor
neuropdtico. Una variante de la y-MrlA, la toxina sintética Xen2174 fue
desarrollada por la compafiia Xenome Ltd como un potente analgésico (Lewis

y Garcia, 2003).

La Conantocina-R aislada de C. radiatus actia como un antagonista no
competitivo de los receptores NMDA y se sabe que tiene uso potencial como

agente anticonvulsiones (Arias y Blanton, 2000; Rajendra et al., 2004).
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8) La Conantocina-L aislada de C. lynceus muestra una homologia a otras
conantocinas y también se ha probado como un agente anticonvulsiones,

aunque es menos eficiente que la Conantocina-R (Rajendra et al., 2004).

La compaiiia Xenome Ltd. ha reportado la existencia de varias conotoxinas que estan
en fases preclinicas y que serdn utilizadas para el tratamiento de dolor severo,
depresion, epilepsia, cdncer, enfermedades cardiovasculares, infartos, desordenes
psiquidtricos, problemas motores, espasmos e incontinencia urinaria (Mclntosh y

Jones, 2001).

La caracteristica excepcional de las conotoxinas es que combinan dos componentes
importantes: una elevada afinidad y una delicada selectividad por sus blancos, que
por lo general lo constituyen canales i6nicos dependientes de voltaje, canales i6nicos
dependientes de ligando y en pocos casos receptores y canales idnicos acoplados a

proteinas G (Mclntosh et al., 1999; Olivera y Cruz, 2001).

Las conotoxinas son capaces de discriminar entre receptores estrechamente
relacionados y entre receptores tejido especificos, lo que les permite llegar a su
blanco diferenciando todas aquellas moléculas similares y acelerando asi, la accion de

cada uno de los componentes del veneno (Olivera et al., 1990).

Debido a que la mayoria de la sefializacion en el sistema nervioso estd basada en la

diversidad molecular de los canales 16nicos, una de las caracteristicas desde el punto
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de vista neurobioldgico y farmacolégico mas importante de las conotoxinas es su
capacidad para discriminar entre miembros de una misma familia de canales i6nicos

(Mclntosh et al., 1999.).

11.10 Generalidades de los Canales Ionicos

Las sefales eléctricas son esenciales para todos los organismos y estdn reguladas por
la accién de proteinas de membrana especializadas, conocidas como canales i6nicos
(Lodish et al., 2002; Minor, 2001). Los canales i6nicos regulan una amplia gama de
funciones fisiologicas como la sefializacién neuronal, la excitabilidad cardiaca y las
respuestas del sistema inmune (Friederich, 2003). Estas proteinas modulan la
excitabilidad eléctrica regulando el paso de iones a través de la membrana lipidica de
una manera altamente regulable; se ha reportado que en general el flujo de iones a
través de un canal es de ~1 x 10° a 1x 10° iones por segundo (Cooper y Jan, 1999;

Minor, 2001).

El flujo de las corrientes idnicas a través de las membranas celulares estd
determinado por tres factores: el potencial de membrana, la composicidn electrolitica
de los fluidos extra e intracelulares y el tipo de canales 16nicos que se encuentren en
las células. La diferencia en la composicién electrolitica entre los fluidos intra y
extracelulares determina la fuerza electroquimica impuesta a un ion particular por el
potencial de membrana. Las proteinas de los canales i6nicos responden a cambios en

el potencial de membrana o en la concentracién de alguna molécula, y alteran su
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configuracién tridimensional de un estado de no conducciéon a un estado

conformacional que permite el paso de las corrientes i6nicas (Friederich, 2003).

El ensamblaje de los canales i6nicos es un proceso en donde las subunidades se
pliegan y acoplan para dar lugar a un canal iénico funcional (Green, 1999). El
mecanismo general de plegamiento que se ha propuesto incluye que el ARNm, sea
llevado hacia la membrana del reticulo endopldsmico (RE) donde inicia el
ensamblaje, tales eventos son co-traduccionales e incluyen la inserciéon de las
subunidades del canal en la membrana, asi como una serie de procesos post-
traduccionales como la adiciéon de una secuencia de hidrdlisis o glicosilaciones
(Green, 1999). Debido que los eventos de ensamblaje de los canales i6nicos son co-
traduccionales, inician desde el amino hacia el carboxilo terminal estableciendo un
patrén de ensamblaje, en donde los distintos dominios proteicos interaccionan unos

con otros, y se forman enlaces disulfuro e isomerizacién de prolinas (Green, 1999).

Parece ser que el plegamiento post-traduccional, procesamiento y oligomerizacion de
las principales subunidades del canal ocurren en el RE, sin embargo, el proceso de
oligomerizacién de las subunidades auxiliares continua después de su liberacion del

RE (Green, 1999).

Los canales i6nicos tienen un poro acuoso transmembranal que contiene en su
mayoria residuos hidrofébicos, el poro estd formado y rodeado por diferentes

segmentos de las subunidades transmembranales del canal (Dascal, 2001). Los iones
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atraviesan la membrana plasmdtica mediante difusién a través del poro, el cual
contiene un filtro de selectividad por tamafio, carga o valencia de los iones (Dascal,
2001; Terlau y Stiihmer, 1998). De todos los canales, el poro del canal de K* es del

que se tienen mads detalles (Dascal, 2001; Doyle et al., 1998).

La conformacion del canal i6nico alterna dindmicamente entre dos estados generales:
abierto y cerrado, a través de un proceso denominado apertura o “gating” en inglés,
este mecanismo permite que el poro del canal se abra y cierre, mediante el
movimiento de motivos estructurales especificos de los canales conocidos como

compuertas (Dascal, 2001; Doyle et al., 1998).

De manera general existen tres diferentes clases de canales idnicos (Figura 9):

1) Los canales i6nicos dependientes de voltaje, cuyo funcionamiento depende del
voltaje generado por los cambios en el potencial de membrana.

2) Los canales i6nicos dependientes de ligando, que requieren la unién de
neurotransmisores y hormonas para su apertura y cierre,

3) Los canales i6nicos regulados por proteinas G, que pueden operar de tres formas:
inhibiendo a proteinas efectoras, regulando el canal a través de segundos mensajeros
o proteinas cinasas, y por la asociacion fisica directa entre las subunidades de la

proteina G y el canal i6nico (Dascal, 2001).
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Figura 9 Tipos de canales idnicos. De forma general existen tres clases de canales idnicos: los
canales dependientes de voltaje, dependientes de ligando y regulados por sefiales o proteinas G (Lodish
et al., 2002).

I1.11 Canales Iénicos Dependientes de Voltaje

La superfamilia de canales i6nicos dependientes de voltaje estd compuesta por un
gran conjunto de proteinas que son activadas por los cambios en el potencial de
membrana, este cambio es monitoreado por algunos residuos de aminodcidos
localizados en un motivo proteico sensible al voltaje (Terlau y Stiihmer, 1998). Estas
proteinas exhiben diferente selectividad para aniones y cationes mono y divalentes,
por lo que son cominmente divididos en canales de Na*, K* y Ca®* entre otros

(Lehmann y Jurkat, 1999; Terlau y Olivera, 2003; Terlau y Stithmer, 1998).
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El papel fisiologico mas importante de los canales i6nicos dependientes de voltaje es
la generacion, determinacion y transduccidon de sefiales eléctricas en las células

(Terlau y Olivera, 2003).

Casi todos los canales i6nicos tienen subunidades multiples, en muchos casos, un tipo
especifico de subunidad se puede asociar y formar varios canales idnicos funcionales
que difieren entre ellos en la composicion de subunidades y en las propiedades

fisiolégicas (MclIntosh et al., 1999).

Al activarse los canales idnicos dependientes de voltaje, exhiben un cambio
conformacional, que se refleja como la permeabilidad selectiva de iones a través del
poro (Terlau y Olivera, 2003). A partir de este estado de apertura, los canales i6nicos
dependientes de voltaje pueden ser inactivados por un cambio conformacional,
estableciéndose un estado de no conduccién o pueden ser desactivados regresando a
su estado cerrado (Terlau y Olivera, 2003). De todas estas proteinas, los canales de

potasio son los mds abundantes y el grupo mds diverso (Minor, 2001.).

11.12 Canales Ionicos de Potasio

Los canales i6nicos de potasio (CIK) se encuentran ampliamente distribuidos en los

reinos: animal, vegetal, protista y procariota (Jan y Jan, 1997). La apertura de estos

canales permite el control y movimiento rdpido de los iones K a través de la
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membrana celular. Este mecanismo estd relacionado con una gran variedad de
procesos bioldgicos como: el establecimiento del potencial de reposo, la generacion
de potenciales de accidn, la sefializacion eléctrica y decodificacién en neuronas; el
mantenimiento de actividad en miusculos, cerebro, corazén y el sistema nervioso,
regulacion del volumen celular y turgencia, liberacion de hormonas 'y
neurotransmisores, crecimiento, gemacion, transporte y almacenamiento de
nutrientes, movimiento de las hojas, germinacién, regulacion de la apertura de los
estromas, entre otras (Doyle et al.,1998; Jan y Jan, 1997; Lodish et al., 2002; Minor,

2001; Stocker et al., 2004; Terlau y Stiihmer,1998).

La actividad de los CIK esta regulada por el estado metabdlico de la célula, por
hormonas y neurotransmisores y por cambios en el potencial de membrana (Dascal,

2001; Jan y Jan, 1997).

Se sabe que las disfunciones y mutaciones en los CIK estdn relacionadas con ciertas
patologias cominmente conocidas como canalopatias i6nicas, entre las que destacan
enfermedades neurolégicas como Alzheimer, Parkinson, epilepsia, céncer, invasién
tumoral y metdstasis, disfunciones neuromusculares, pardlisis muscular, ataxias,
sordera, arritmia cardiaca e infartos al miocardio (Cooper y Jan, 1999; Jan y Jan,

1997; Lehmann y Jurkat, 1999; Minor, 2001).

Los CIK son capaces de discriminar perfectamente entre los iones K* (1.33 A) y Na*

(0.95 z&) basdndose en su tamafio. Los CIK son canales de poro largo multi-iénicos
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pues albergan hasta cuatro iones en una sola fila y esto facilita su disociacion de los
sitios de unién mediante repulsion electrostitica (Doyle et al., 1998; Jan y Jan, 1997).
El poro de los CIK puede ser bloqueado con iones de tetraetilamonio y algunas
neurotoxinas. Al parecer existe una conservacion estructural entre los CIK presentes
en eucariotes y procariotes, pues se ha demostrado que tienen esencialmente la misma
constitucién del poro (Dascal, 2001; Doyle et al., 1998; Jan y Jan, 1997; MacKinnon
et al., 1998). Los CIK contienen secuencias criticas de aminodcidos ya que
mutaciones en estos residuos eliminan la capacidad del canal para discriminar entre

los iones K™ y Na* (Dascal, 2001; Doyle et al., 1998; MacKinnon et al., 1998).

Se han identificado algunas familias de los CIK como los: dependientes de voltaje
Kv, que contienen seis segmentos transmembranales (6 ST), los rectificadores
entrantes IRK, que contienen 2 ST y los modulados por calcio KCa; que contienen 6
ST y 11 ST (Dascal, 2001; Doyle et al., 1998; Jan y Jan, 1997; Stefani et al., 1997,

Williams, 1997).

I1.13 Canales de Potasio Dependientes de Voltaje (Kv)

Este tipo de canales contienen sensores de voltaje que permiten que su actividad sea
regulada por el potencial de membrana (Jan y Jan, 1997). Los canales Kv son
proteinas tetraméricas y cada subunidad o (formadora del poro) contiene 6 ST (de

manera especifica S1 a S6, como se detalla en la (Figura 10), un segmento P que
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reviste al poro y un segmento N que forma la esfera de inactivacion la cual gira hacia
el canal para inactivarlo (Lodish er al, 2002; Terlau y Olivera, 2003). Las
subunidades principales (o) interaccionan con las subunidades auxiliares () que no
forman el poro del canal pero que modulan las propiedades del mismo (Terlau y

Olivera, 2003).

Se conocen al menos 18 genes que codifican para la subunidad o de los Kv que se
expresan en el sistema nervioso de mamiferos (Jan y Jan, 1997). Las subunidades f3
que se conocen, contienen motivos de unién para NADPH, pero carecen de
secuencias transmembranales y son citoplasmadticas (Jan y Jan, 1997).

S1 S2 S3 S4 S5 S6

Membrana
Plasmatica

Membrana
Plasmatica

Esfera de
inactivacion

Figura 10. Esquema del Canal de K* Dependiente de Voltaje. Se muestran (A) los segmentos
transmembranales de la subunidad o (S1 a S6); (B) el arreglo de dos de las cuatro subunidades del
canal (Jan y Jan, 1997).
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Los Kv contienen seis subfamilias, entre paréntesis se sefialan los canales Kv de
vertebrados, y con cursivas su contraparte en Drosophila melanogaster y son: Shaker
(Kv1.1-1.7), Shab (Kv2.1, 2.2), Shaw (Kv3.1-3.4), Shal (Kv4.1-4.3), ether-a-go-go 6

eag (HERG) y slowpoke 6 slo (Maxi K) (Jan y Jan, 1997).

La activacion de los canales Kv estd mediada por cambios en el potencial de
membrana (Ey,) los cuales son monitoreados por sensores (el segmento S4 y algunos
aminodcidos del S2) que originan un cambio conformacional del canal y que permite
la permeabilidad de los iones potasio (Jan y Jan, 1997). Se reconoce como parte
principal del sensor al segmento S4, la mayoria de los aminodcidos en este segmento
son bdsicos cargados como Arginina y Lisina, los cuales se mueven hacia la parte
extracelular y activan el canal (Jan y Jan, 1997). Estudios de mutagénesis han
demostrado que las interacciones i6nicas entre cargas positivas del segmento S4 y los
residuos dcidos en las hélices S2 y S3, estabilizan la apertura del canal durante su
activacion (Fedida y Kesketh, 2001). Un modelo de la cinética de apertura del canal
sugiere que las cuatro subunidades tienen movimientos idénticos e independientes.
Esta cooperatividad es influenciada por residuos no cargados de las hélices S4 y S5, y
su contacto entre las hélices puede estabilizar el estado abierto del canal. Durante la
despolarizacion, el S4 gira como resultado de la transferencia de los cuatro residuos
cargados del espacio intracelular al extracelular. Otros estudios sugieren que también

rotan las hélices S5 y S6 para permitir el flujo i6nico (Fedida y Kesketh, 2001).
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El asa de los segmentos S4-S5 interaccionan con los iones entrantes y con la region
de inactivacion por lo tanto le permite ocluir el poro del canal (Jan y Jan, 1997), se ha
propuesto que estos segmentos forman parte del receptor de inactivacién que se
encuentra cerca de la boca citoplasmadtica del poro (Isacoff et al., 1991). Los residuos
que afectan la conductancia del canal y su inactivacién se encuentran en una de las
caras de la hélice. Algunos estudios sugieren que S4-S5 forman el extremo
citopldsmico del poro y el receptor de inactivacién. Entonces, como respuesta a la
despolarizacion de la membrana el S4 se mueve hacia arriba y ocasiona que el S5
también cambie su conformacion, lo que explicaria la relacién estrecha entre

activacion e inactivacion (Isacoff et al., 1991).

También se sabe que el segmento P constituye la parte medular del mecanismo de
permeabilidad, pues la sustitucion de aminodcidos en esta region, afecta la
conductancia y la selectividad i6nica (Isacoff et al., 1991). El S6 también contribuye
a formar la porcion interna del poro del canal, y este segmento interacciona con las

toxinas en la parte extracelular de la membrana (Jan y Jan, 1997).

La inactivacion de algunos CIK se lleva a cabo por dos mecanismos conocidos como
inactivacion de tipo N y C (Figura 11). El primero se caracteriza porque un amino
terminal de las subunidades del canal ocluye la regién citoplasmdtica del poro
ocasionando la inactivacion de éste. En la inactivacion de tipo C existe un arreglo

conformacional que ocasiona que la parte extracelular del poro del canal sea mds
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estrecha, al parecer ocurre cuando el sitio de unién al i6n potasio en la cara

extracelular del canal estd vacio (Baukrowitz y Yellen 1995, 1996; Jan y Jan, 1997).

Cerrado  Abierto Inactivado
Tipo N Tipo C

Beteaeddar /

y\l ff]]\H XH\ | |
: = L . &) B

Intracelular

Figura 11 Esquema General de los Tipos de Inactivaciéon N y C (tomado y modificado de Terlau y
Stiihmer, 1998).

La esfera de inactivacion del canal de potasio de tipo Shaker estd formado por los
primeros 20 aa. del N-terminal de la subunidad o y estd localizado en el lado
intracelular de la membrana (Zhou et al., 2001). Al parecer la esfera y algunos
compuestos amonio cuaternarios (como el Tetrabutilamonio, TBA), se unen a la
cavidad hidrofdbica central y esto explica algunas de las propiedades funcionales de
la inactivacién, como el que s6lo se requiera un segmento de inactivacion, que el
TBA compita por el sitio de inactivacion, que el potasio externo empuje al TBA fuera
del canal, que la inactivacion sea independiente del voltaje y que algunos canales de

potasio exhiban un estado cerrado inactivado (Zhou et al., 2001).
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I1.14 Canales Iénicos de Potasio Modulados por Calcio (Kc,)

La regulacién dual tanto por voltaje como por calcio, permite que los canales MaxiK
actien como integradores moleculares del estado de los sistemas de transduccién
interna de la célula y, de las propiedades eléctricas de la membrana plasmatica

(Weiger et al., 2002).

El papel fisiologico de los K¢, incluye la transduccion de sefiales, contraccion
muscular, generaciéon y propagaciéon del potencial de accién, modulacion de las
sefales activadas por calcio, transmision sindptica, liberaciéon de neurotransmisores y
hormonas, regulacién del tono vascular, etcétera. (Wang et al., 2003; Weiger et al.,

2002).

En general las corrientes de potasio moduladas por calcio han sido caracterizadas en
distintos sistemas, y tienen en comun su activacién por calcio dando como resultado
fisiolégico la hiperpolarizacion del potencial de membrana (Stocker, et al., 2004). De
acuerdo a sus propiedades electrofisiologicas, los K¢, se clasifican en base a la
conductancia y se dividen en canales de pequefia (SK), intermedia (IK) y de gran
conductancia (MaxiK, Slo 6 BK) (Jiger y Grissmer, 2004). Los canales MaxiK han
sido nombrados genéricamente como “Slo”, pues son codificados por la familia de
genes “slowpoke” y fueron los primeros canales K¢, en caracterizarse (Stocker et al.,

2004).
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Los MaxiK son activados por voltaje pero su probabilidad de apertura estd modulada
por el calcio (Stocker et al., 2004; Weiger et al., 2002). Los canales MaxiK son
practicamente ubicuos, exceptuando los miocitos en el corazdn, experimentos
electrofisioldgicos han demostrado que estos canales son particularmente abundantes
en el misculo liso (Toro et al., 1998). Su participacion es importante en células
epiteliales por su localizacion polarizada (Wang et al., 2003). El MaxiK varia en su
sensibilidad al calcio, conductancia y cinética de apertura en diferentes tipos celulares
(Wang et al., 2003). Lo anterior obedece a la modulacién por subunidades PBj.4). A
nivel del ARNm, ambas subunidades coexisten en casi todos los tejidos, aunque en el
cerebro la subunidad B es mucho menor la subunidad o, en misculo liso ambas son

expresadas en los mismos niveles (Toro et al., 1998).

Los bloqueadores del MaxiK, como la iberiotoxina, inducen actividades contréctiles
en los musculos coronarios y uterinos (Toro et al., 1998). Un incremento local en la
concentracion micromolar de calcio en la vecindad de los canales MaxiK, puede
repercutir en un incremento en el flujo de iones potasio, siendo este un mecanismo

para el mantenimiento del tono muscular en los musculos lisos (Toro, et al., 1998).

I1.15 Estructura de los Canales MaxiK

Una caracteristica notoria del MaxiK es su capacidad de expresarse como dos

dominios separados, uno lo constituye el nicleo y el otro la cola, ésta dltima es la
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regién mds conservada y parece estar involucrada en la modulacién por calcio (Toro
et al., 1998). Poseen un sensor de voltaje intrinseco cuya activacion es obligatoria
para la apertura del canal y concentraciones “elevadas” de calcio, transforman el
canal de un estado independiente de calcio a un estado modulado por calcio que

requiere menos voltaje para abrirse (Stefani et al., 1997).

Su estructura (Figura 12) consiste de la subunidad o (formadora del poro) en
combinacién con la subunidades . A pesar de que solamente un gen codifica para tal
subunidad, existen variedades funcionales resultantes de la edicion alternativa

(splicing en inglés) del ARNm (Stocker et al., 2004).

NMaxi Canal

Subunidad Beta Subunidad Alfa
: ; ﬁ m e B Lado exiracelular
-
¥
T1| |12 so| |si] [s2| |s3| |sa| |ss s6
-+
-+
J L 5 U S § Lado intracelular
A
s7 S&
COO-
L

Sensor de calcio

Figura 12. Estructura general del Maxi Canal. Se observa la estructura que forma la subunidad 8
(A), la cual contiene 2 ST (T1 y T2), nétese que ambos extremos amino y carboxilo terminal se
encuentran en el lado citoplasmético.  Se representa también los segmentos ST que forman a la
subunidad o (B) SO a S6, y los residuos de aminoacidos cargados positivamente en el segmento S4,
que ayudan a la apertura del canal, y también se representa el sensor de calcio (C), que contiene los
segmentos citoplasmicos S7 a S10, y en donde una pequefia regién entre los segmentos S9 y S10 es
probablemente el sensor de calcio (Sah y Faber, 2002).
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La subunidad o tiene siete segmentos transmembranales (SO a S6), las subunidades o
de mamiferos comparten una similitud de aminodcidos mayor al 97%, mientras que la
subunidad B muestra una semejanza de 82 a 85% (Toro et al., 1998). La secuencia
primaria de los segmentos S1-S6 es homdloga a las mismas regiones de los Kv, sin
embargo el SO es unico para los canales MaxiK (Toro ef al., 1998). El N-terminal es
exoplasmdtico y es fundamental para la apertura del canal, los procesos de
tetramerizacion de las subunidades y la modulacién de la subunidad f3, este segmento
es altamente conservado en todos los canales de tipo MaxiK incluyendo los que se
encuentran en Drosophila y Caenorhabditis elegans, (Toro et al., 1998; Wallner et
al., 1996). Se sabe que los segmentos S4, S5, S6 y P son muy similares en cuanto a

funcionamiento a los descritos para los canales Kv (Figura 13) (Toro et al., 1998;

Wallner et al., 1996)

El C-terminal del MaxiK forma dos terceras partes de la proteina y contiene cuatro
segmentos hidrofébicos S7-S10, varios sitios de edicion alternativa y una region
cargada negativamente que estd implicada con la unién del calcio y con la interaccién
de varias proteinas moduladoras como proteinas cinasas (Toro et al., 1998; Wallner et

al., 1996; Wang et al., 2003; Weiger et al., 2002).

La fosforilacion de proteinas es un mecanismo ubicuo que modula la actividad de

algunas proteinas, en los canales MaxiK, los sitios de fosforilacion forman parte del
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canal. La fosforilacion del MaxiK afecta su actividad disminuyendo o
incrementdndola, dependiendo de la proteina cinasa involucrada y del sitio de

fosforilacion (Weiger et al., 2002).

Se sabe que el N-terminal y el C-terminal del MaxiK son sitios potenciales para la
unién de otras proteinas reguladoras; por ejemplo, hay dos proteinas que se unen al
canal dSlo, la primera llamada Slob que activa el canal haciendo que el voltaje que se
requiere para la apertura sea mds negativo, la otra proteina llamada 14-3-3 tiene el
efecto contrario, hace que el voltaje necesario para activar el canal sea mds positivo y

por lo tanto, dificulta la apertura del canal (Weiger et al., 2002).

Las subunidades P de los canales MaxiK estdn acopladas funcionalmente al amino
terminal del canal y contienen dos segmentos transmembranales unidos por una gran
asa extracelular que contiene dos sitios potenciales para la N-glicosilacion (Meera et
al., 1996; Toro et al., 1998; Wallner et al., 1996; Weiger et al., 2002). Hasta la fecha
existen clonadas cuatro subunidades B: Bl (KCNMBI1), B2 (KCNMB2), B3
(KCNMB3) y p4 (KCNMB4). La subunidad  modifica la farmacologia, dependencia
del voltaje para la apertura y la cinética de ensamblaje de la proteina (Stocker et al.,
2004). El canal dslo (de Drosophila melanogaster) carece de una modulacién por la
subunidad P y es el que mas difiere de los canales slo de mamiferos en su secuencia

primaria.
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En el canal de potasio de tipo Shaker las cargas positivas del segmento S4 y las
cargas negativas del segmento S2 (4cido glutdmico 293) contribuyen a la apertura del
canal; en tanto que en el Maxi canal Hslo tiene tres cargas positivas Arg-207, 210 y
213, siendo las dos udltimas las que contribuyen significativamente con las cargas de
entrada del canal junto con dos aminodcidos hidrofébicos en el segmento S4 y los
aminodcidos cargados negativamente en el segmento S2 (Figura 14) (Diaz et al.,

1998; Stefani et al., 1997).

A Extracelular B

Citoplasma

" {kf (oo

Figura 13. Similitudes entre dos canales de potasio el canal Shaker (A) y el Maxi canal (B). Se
muestra en (A), que el canal Shaker tiene el amino, el carboxilo terminal y la subunidad beta (en
recuadro), en el lado citoplasmatico, ademds de la region con residuos cargados positivamente en el S4
y S5 (formador del poro). En el caso del Maxi Canal (B), se muestra las subunidades
transmembranales alfa y beta, las regiones marcadas con y representan posibles sitios de glicosilacion,
en el recuadro oscuro estdn los segmentos S7 y S8, en el recuadro rayado se muestra la cola del canal
con las regiones hidrofébicas S9-S10 y el posible sitio de unién a calcio. Nétese que al igual que en el
otro canal, el segmento S4 estd cargado positivamente y también se localiza el segmento S5 y S6
formando el poro del canal (Toro et al., 1998).
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I1.16 Modulacion de los Canales MaxiK por Calcio

El MaxiK s6lo depende del voltaje para su apertura, pero también estd modulado por
el incremento en [Ca]; (>100nM) facilitando asi su apertura cuando la membrana se
despolariza. Este canal se abre en ausencia de calcio (<100nM) (Meera et al., 1996;
Toro et al., 1998), lo que sugiere que poseen un sensor de voltaje (el segmento S4).
El calcio por lo tanto es un facilitador que disminuye el voltaje que se requiere para el

canal (Meera et al., 1996; Toro et al., 1998; Stefani et al., 1997).

Se propone que varios residuos de dcidos asparticos en los segmentos S9 y S10

podrian estar involucrados en la union y sensibilidad de calcio (Toro et al., 1998).

Ademas del complejo mecanismo de apertura por voltaje y calcio, la actividad de los
canales MaxiK puede ser modulada por una amplia variedad de mecanismos, las
moléculas involucradas son tan diversas como; segundos mensajeros (CAMP, IP;,
cGMP), proteinas (Slob, 14-3-3, cinasas), etanol, pH, dcidos grasos, diaminas,
poliaminas, 4cido nitrico, voltaje, potencial redox, electrostatica de la superficie de la

membrana, fosforilacion, etcétera (Weiger et al., 2002)

Los activadores de los canales MaxiK son blancos potenciales para el tratamiento y
control de enfermedades como asma, enfermedades cronicas de los pulmones, dafios

neuronales resultantes de infartos y traumas (Weiger et al., 2002).
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I1.17 Toxinas que Afectan Canales de K*

Los bloqueadores de los CIK que se unen a los epitopos externos representan una
alternativa interesante para el desarrollo de nuevas drogas, algunas de ellas
relacionadas con los tratamientos anticancerigenos pues se sabe que existen canales
como el ether-a-go-go sobreexpresados en algunos tipos de tumores (Lewis y Garcia,

2003).

Las toxinas de varios organismos se han utilizado para estudiar y diferenciar los CIK.
Las toxinas utilizadas por excelencia han sido aisladas de veneno de alacrén:
Caribdotoxina CTx, Iberiotoxina IbTx y Noxiustoxina NTx. Los péptidos que
afectan los CIK se han agrupado en tres familias: o, B, y v, y se abrevian KTx’s
(Garcia et al., 1991; Rodriguez de la Vega y Possani, 2004). Otro ejemplo clasico
son las toxinas aisladas de serpiente como las Dendrotoxinas, de las cuales existen
variantes denominadas como a, B, v y d-dendrotoxinas. Recientemente se destacan
las toxinas aisladas del caracol marino del género Conus, como las k-conotoxinas y
las conotoxinas de la Superfamilia I (Garcia er al., 1991; Harvey, 1997; Kauferstein

et al., 2003; Terlau y Olivera, 2003).

Las toxinas que actian en los canales i6nicos, se caracterizan porque son péptidos
pequeiios, estructuralmente pueden tener diferentes motivos, pero presentan

convergencias moleculares y funcionales, como consecuencia se ha evidenciado que
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los blancos de estas toxinas pueden tener origenes evolutivos comunes (Jouirou et al.,

2004).

Se sabe que las toxinas que afectan los CIK contienen entre 20-60 aa., estdn
estabilizadas por 2-4 enlaces de disulfuro, y algunas de ellas se unen en una regién
del canal que sélo estd disponible cuando éste se abre (Jouirou et al., 2004; Lewis y
Garcia, 2003). Estas toxinas han sido las mds estudiadas por diferentes razones: son
faciles de caracterizar, de producir en forma sintética, tienen un alto valor terapéutico
y ademds pueden ser muy distintas por la gran variedad estructural y funcional de los

CIK (Jouirou et al., 2004).

Debido a la gran diversidad de toxinas que afectan este tipo de canales, se ha hecho
evidente que ademds de su plegamiento, deben de existir otros determinantes
moleculares claves para la unién con estos canales como lo son: una diada funcional
y un anillo de residuos de aminodcidos basicos (Jouirou et al., 2004; Rodriguez de la
Vega y Possani, 2004). La diada participa en la interaccién del canal iénico con la
toxina, favoreciendo su afinidad y contribuyendo al bloqueo del flujo de iones a

través de la membrana celular (Jouirou et al., 2004).

La diada estd compuesta por una lisina (K), localizada en el poro, y un residuo
aromatico (tirosina o fenilalanina) o alifatico (leucina) (Jouirou et al., 2004). Se cree
que la lisina estd localizada en el centro de un anillo compuesto por grupos carbonilo

y cuatro residuos dcidos (D o E) cada uno perteneciente a una de las subunidades o
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que forman el canal (Jouirou et al., 2004) En algunas toxinas existen triadas
funcionales, en este caso, se presentan dos equivalentes hidrofébicos, que junto con la
lisina forman la triada (Jouirou et al., 2004). Entonces, el plegamiento y la
organizacion de los enlaces disulfuro juegan un papel importante en la distribucién
espacial de los residuos que componen la diada y el anillo de residuos basicos, estos
dos dltimos son los determinantes moleculares que favorecen la unién de las toxinas a

los canales iénicos de K* (Jouirou et al., 2004).

Se ha reportado que algunas conotoxinas contienen determinantes estructurales como
la diada de aminodcidos y forman enlaces disulfuro, y que a pesar de ser péptidos
pequeiios (<27 aminodcidos) son estables y resistentes a altas temperaturas (Jacobsen
et al., 2000; Terlau y Olivera, 2003). Las conotoxinas que se unen a los CIK se les
conoce como K-conotoxinas, se sabe existen tres tipos: las k-conotoxinas, KA-

conotoxinas y kM-conotoxinas (Mclntosh et al., 1999; Terlau y Olivera, 2003).

11.18 x-Conotoxinas

Pertenecen a la Superfamilia O de las conotoxinas. Se sabe que las k-conotoxinas
bloquean los CIK de la familia Kv (Mclntosh et al., 1999) uniéndose a la cara
extracelular del poro del canal con una estequiometria de 1:1. La primera k-
conotoxina, fue aislada en 1996 del caracol Conus purpurascens, se conoce como K-
conotoxina PVIIA (k-PVIIA). Esta juega un papel fundamental en Ia

inmovilizacién rdpida de peces y junto con la conotoxina d-PVIA ocasionan una
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inmovilizacién tetdnica (Jacobsen et al., 2000; Terlau et al., 1996). La k-PVIIA
bloquea los CIK de tipo Shaker (IC50=70 nM, Concentracién Inhibitoria Media) pero
es inactiva en canales Kv1 presentes en cerebro de rata (Terlau et al., 1996, 1999).
La x-PVIIA contiene una triada de residuos: R2, K7 y F9 que facilitan la unién con
este tipo de canales i6nicos. Se cree que la K7 ocluye el canal, mientras que la F9
forma interacciones hidrofébicas con el canal Shaker (Figura 14) (Jacobsen et al.,

2000; Terlau et al., 1996, 1999).

Figura 14. Modelo de la unién de la k-PVIIA conotoxina al canal de tipo Shaker (KcsA). En este
modelo se muestran en rojo los residuos involucrados en la diada de aminodcidos, como los residuos
de lisina 7 (K7) y fenilalanina 9 (F9) que facilitan la unién con este tipo de canales. Se cree que K7
ocluye al canal (en azul), mientras que la F9 forma interacciones hidrofébicas con el canal Shaker.

Los residuos de cistefnas se muestran en gris, y los residuos menos importantes para la unién en verde
(Terlau y Olivera, 2004).
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El bloqueo de la k-PVIIA al canal Shaker depende de dos factores: el estado
conformacional del canal y las fuerzas electrostéticas sobre la toxina. La x-PVIIA es
capaz de unirse Unicamente al canal en el estado cerrado, la unién se afecta por la

repulsion electrostdtica que ejercen los iones potasio en la cara extracelular del canal

(Jacobsen et al., 2000; Terlau et al., 1996, 1999).

I1.19 xA-Conotoxinas

Son conotoxinas O-glicosiladas que pertenecen a la superfamilia A, el arreglo de los
enlaces de disulfuro de estas toxinas es similar al que presentan las aA-conotoxinas

(Tabla II).

La kA-conotoxina SIVA (kA-SIVA) fue aislado del veneno de Conus striatus.
Bloquea los CIK de tipo Shaker. Al inyectarla en ratones ocasiona sintomas
paraliticos sin embargo no se sabe cudl es el canal idonico que afecta en este

organismo (Terlau y Olivera, 2003).

Esta toxina fue la primera evidencia de las O-glicosilaciones en conotoxinas pues

tiene en la posicion 7 una serina O-glicosilada (Terlau y Olivera, 2003).
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11.20 xM-Conotoxinas

Estas conotoxinas pertenecen a la superfamilia M. La primer conotoxina descrita fue
la kM-conotoxina RIIIK (kM-RIIIK) aislada de Conus radiatus, es un péptido de
24 aminodcidos y aunque tiene un arreglo de cisteinas similar al de las p y y—
conotoxinas, la especificidad por sus blancos es distinta (Figura 15) (Terlau y
Olivera, 2003). A diferencia de otras conotoxinas de tipo «, la kM-RIIIK no contiene
la diada de aminodcidos importantes para la unién con sus blancos moleculares

(Terlau y Olivera, 2003).

Figura 15. Comparacion de la estructura secundaria de tres diferentes conotoxinas: kM-RIIIK
conotoxina (rojo), p-GIIIA conotoxina (azul) y la y- PIIIF conotoxina (verde). Para los tres
péptidos el amino terminal estd del lado izquierdo y el carboxilo terminal estd en el lado derecho de
cada toxina. (a) La estructura de las tres toxinas es muy similar en el carboxilo terminal, mientras que
en el amino terminal tienen diferencias mas marcadas. (b) se muestran las toxinas vistas en un dngulo
de 90° con el fin de resaltar las diferencias marcadas en el amino y las similitudes en el carboxilo
terminal (Al- Sabi et al., 2004).
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La kM-RIIIK (Figura 16) es la primer conotoxina que bloquea un canal iénico en
humanos: el canal Kv1.2, con una ICsy de 300 nM para el estado cerrado y 400 nM
para el abierto, en rata también ocasiona los mismos efectos (Ferber et al., 2004).
Siendo entonces el canal Kv1.2 el primer blanco molecular en mamiferos que se
describe para esta toxina (Ferber et al., 2004). La xM-RIIIK también bloquea los
canales de tipo Shaker con una ICsp de 1.21 uM vy el canal homélogo TShal de trucha
con una ICsy de ~20 nM para el estado cerrado y ~60 nM para el estado abierto

(Ferber et al., 2003, 2004).

La «M-RIIIK interacciona con la parte extracelular del poro de los canales i6nicos
potasio de la familia Kvl, el bloqueo de esta conotoxina es electrostitico, de
estequiometria 1:1, la unién de la toxina depende del estado conformacional del canal

(estado abierto o cerrado) (Ferber et al., 2003; Terlau y Olivera, 2003).

Figura 16. Potencial electrostatico de los aminoacidos de superficie de la kM-RIIIK conotoxina.
El color azul intenso corresponde a las dreas con carga positiva, mientras que las dreas rojas tienen
potenciales negativos. Ademds se sefialan algunos aminodcidos clave como la Leucina 1 (L1),
Arginina 10(R10), Leucina 18(K18) y Arginina 19 (R19) (Al-Sabi et al., 2004).
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Se sabe que la kM-RIIIK tiene una mayor afinidad por los canales TShal y Shaker
que la xk-PVIIA (Ferber et al., 2004). Sin embargo no presenta actividad en los CIK
de tipo Kvl.1, Kv1.3, Kvl.4, Kv2.1, Kv3.4, Kv4.2, Kv10.1 (reag) y Kv11.1 (herg)

(Ferber et al., 2003).

Se piensa que esta conotoxina es parte del cabal denominado “lightning-strike cabal”
y que ocasiona una despolarizaciéon masiva de los axones y una pardlisis tetdnica

inmediata en los peces (Ferber et al., 2003).

I1.21 Conotoxinas de la Superfamilia I

La superfamilia I fue recientemente descrita a partir del aislamiento de cinco péptidos
con actividad excitatoria del caracol Conus radiatus, 1o que caracteriza a los
miembros de esta superfamilia es el arreglo conservado de ocho residuos de cisteina:

y cuatro enlaces de disulfuro (Jimenez et al., 2003; Terlau y Olivera, 2003).

11.22 k-conotoxina BtX

Esta conotoxina fue aislada del caracol vermivoro Conus betulinus, el péptido sefial
tiene aproximadamente 26 residuos de aminodcidos y la toxina madura consta de 31
aminodcidos y cuatro enlaces disulfuro. Se sabe que la k-conotoxina BtX (k-BtX)

actia como un modulador positivo especifico de los canales de K" activados por Ca™
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conocidos como canales Maxi K en células adrenales cromoafines de rata, la accién
de la k-BtX incrementa la probabilidad y el tiempo total de apertura de los canales
Maxi K y se ha demostrado que esta actividad no afecta otro tipo de canales (Fan et

al., 2003).

I1.23 Conotoxina ViTx

La Conotoxina ViTx fue aislada de Conus virgo, es una toxina de 35 aminoécidos
que exhibe cuatro enlaces disulfuro. Aunque esta conotoxina presenta un Unico
residuo de lisina en el carboxilo terminal no se conoce si contiene los aminoacidos
que forman la difada funcional. @ Se sabe que la conotoxina ViTx inhibe
especificamente los CIK de tipo Kvl1.1 de rata (con una ICsy de 1.59 uM) y Kv1.3 de
humano (ICsy de 2.09 uM), aunque la ICsy es bastante alta comparada con otras
conotoxinas, sin embargo atn falta determinar si tiene otros blancos moleculares cuya

unién sea mucho mejor (Kauferstein et al., 2003).

11.24 Electrofisiologia y Ovocitos de Xenopus laevis

En 1971 se demostré que los ovocitos de las ranas africanas de la especie Xenopus

laevis eran capaces de sintetizar hemoglobina después de inyectarles ARNm

correspondiente a esta proteina (Wagner et al., 2000).
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Los ovocitos son ficiles de mantener, y por su didmetro de 1 a 1.5 mm los hacen

faciles de manejar (Figura 17)

© Erwin Bigel, 1047

Figura 17. Ranas de la especie Xenopus laevis y ovocitos en diferentes estadios. Se presentan
algunos ejemplares de las ranas africanas Xenopus laevis (A), y un ejemplo de los diferentes estadios
en los que se encuentran los ovocitos en el 16bulo ovidrico, en (C) se muestran tres ovocitos de los
estadios V-VI, que son lo que se utilizan para los ensayos electrofisiolégicos (Bigel, Edwin 1987).

Ademds como normalmente son depositados en ambientes poco favorables, son muy
resistentes y estdn equipados con todos los sustratos que necesitan para su
crecimiento y para la sintesis de proteinas, debido a esta independencia éstas células
expresan sélo un pequefio nimero de sistemas de transporte endogeno lo que hace
que el ruido de fondo de las proteinas con respecto a las proteinas expresadas de

forma heter6loga sea pequeio, en la (Figura 18), se muestra un esquema general de
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la expresion heter6loga de proteinas en ovocitos de Xenopus laevis (Wagner et al.,

2000).

Ovocito

ADNc¢

Transcripcion

Canal
ionico

Proteina
Canal idnico

Figura 18. Esquema general de los pasos a seguir en la expresion heteréloga de proteinas en
ovocitos de Xenopus laevis.

Los ovocitos se diferencian en seis etapas, I a VI, los ovocitos de las etapas V y VI,
varfan muy poco en el tamafio y apariencia, y son las que se utilizan para los ensayos
electrofisiologicos (Wagner et al., 2000). Para utilizar estas células en
electrofisiologia es necesario hacer un tratamiento con colagenasa para remover la
membrana folicular, los ovocitos se mantienen en medios especiales con gentamicina
para prevenir las contaminaciones con algunas bacterias (Wagner et al., 2000). El
ARNCc se sintetiza a partir de un plasmido que contiene el promotor fuerte de un
bacteriéfago en frente del inserto de ADNc (Wagner et al., 2000). Para un buena
eficiencia en la traduccién de proteinas una inyecciéon de 1 a 5 ng de ARNc es
suficiente para una elevada expresion, de cualquier forma algunas proteinas requieren

de la inyeccién de 50 ng de ARNc por ovocito (Wagner et al., 2000).
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II1. OBJETIVOS

II1.1 Objetivo General

Analizar electrofisiol6gicamente el veneno del caracol marino Conus californicus en

canales i6nicos de potasio expresados en ovocitos de Xenopus laevis.

I11.2 Objetivos Especificos

1. Fraccionar el extracto total del veneno de C. californicus  mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en Fase Reversa (HPLC-RP).

2. Implementar el sistema de expresion heter6loga en ovocitos de Xenopus laevis
de los canales i6nicos de K" Shaker IR y Hslo.

3. Probar las fracciones del veneno de C. californicus en los canales de K*
expresados en ovocitos mediante la técnica de Fijaciéon del Voltaje por Dos
Electrodos.

4. Secuenciar las fracciones con actividad.

5. Obtener una biblioteca de ADNc de las conotoxinas presentes en el veneno
total del caracol marino Conus californicus.

6. Secuenciar las clonas obtenidas de la biblioteca de ADNc de las conotoxinas
de C. californicus y comparar las secuencias con las de las fracciones con

actividad.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1 Obtencion de los especimenes

Los caracoles de la especie Conus californicus se recolectaron en la zona en la regién
intermareal de la zona costera colateral al Km. 58 de la carretera Tijuana-Ensenada,
Baja California, México. La fecha de las recolectas se determind consultando un
calendario de mareas. Los caracoles se recolectaron en base a la morfologia y color
de la concha, la cual estd plenamente caracterizada para esta especie local, cada
colecta variaba en el nimero de organismos, pero como minimo se requerian de 40
caracoles. Los organismos fueron transportados al CICESE en un contenedor con

agua de mar a temperatura ambiente, para su inmediata diseccion.

IV.2 Obtencion del Veneno de Conus californicus

La obtencion del veneno se realiz6 mediante una diseccién de los organismos,
rompiendo la concha, aislando el aparato venenoso y extrayendo el ducto venenoso.
Este se maceré con un homogenizador manual de vidrio (Wheaton) con 2 mL de
acido trifluoroécetico al 0.12% (Solucién A, Anexo 1). La muestra se centrifugd a
10,000 xg por 5 min., dos veces, recolectando el sobrenadante que fue posteriormente

congelado a -70°C para liofilizarlo.
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El extracto total del veneno liofilizado se resuspendié en 1 mL de H,O destilada y
esterilizada, se centrifugd a 10,000 x g por 10 min., se recuperé el sobrenadante y se
cuantificaron 100 pL de éste midiendo su absorbancia a una longitud de onda de 280
y 230 nm, en un espectrofotémetro (SmatSpec, Biorad). Se calcul6 la cantidad de
proteina total con la siguiente conversion: 1 Unidad de DOjgonm= Img/mL de

proteina.

IV.3 Fraccionamiento del Extracto Total del Veneno de C. californicus por
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en Fase Reversa (HPLC-RP)

El veneno de C. californicus se fraccioné de acuerdo al tiempo de retencién de sus

componentes mediante HPLC-RP en un cromatégrafo Agilent 110 (Agilent

Technologies). Se utilizé una columna analitica Vydac C;g (Grace-Vydac 218TP54,

4.6 x 250mm, 300 A) con una pre-columna Zorbax C;g (Zorbax-Agilent Technology,

4.6 x 12.5mm, Sum), ambas fueron equilibradas con solucion A : dcido

trifluoroacetico al 0.12% (Anexo 1).

Después de calibrar las columnas, se inyectaron 200 uL del extracto total del veneno
de C. californicus previamente cuantificado por espectofotometria. Inicialmente la
muestra se lavé por 5 min., con 100% de solucion A. La muestra se eluyd a
temperatura ambiente por 60 min., con un gradiente lineal de 0 a 60% de solucién B
(Anexo 1):TFA al 0.12% y acetonitrilo al 99.88%, con un incremento lineal de

solucioén B de 1% por minuto y una velocidad en el flujo de colecta de 1 mL/min. La
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deteccion de los péptidos se realizé por absorbancia en la radiacion de UV a una
longitud de onda de 230 nm. Todas las corridas en el HPLC se llevaron a cabo a

temperatura ambiente.

Las fracciones se colectaron segtn su tiempo de retencién y se almacenaron a -70°C
para su posterior liofilizacién (usando una liofilizadora Lyph-Lock 6, Labconco) a -

40°C con 33 x 10~ mbar por 24 hrs.

IV.4 Expresion Heteréloga en Ovocitos de Xenopus laevis de los Canales I6nicos
de Potasio

Se utilizaron diferentes pldsmidos que contienen el DNA de los canales i6nicos de
K. Para el caso del canal ShakerlIR (sin esfera de inactivacién) se utilizé el pldsmido
pcDNA3ShIR y para el canal Hslo se emple6 el plasmido pcDNA3-Hslo M3N1
(ambos donados por la Dra. Ligia Toro, UCLA). Se electroporaron bacterias de la
cepa XL1-Blue, con los pldsmidos de interés y posteriormente se purificaron con el
Kit QIAprep Spin Miniprep (QIAgen Cat. 27104). El ADN plasmidico de los canales
se lineariz6 con diferentes enzimas de restriccion, para el caso del canal Shaker se
cortaron 3 pg de ADN plasmidico con 3U de la enzima EcoRI (New England
Biolabs), mientras que el canal Hslo se digiri6 con 3U de la enzima Notl (New
England Biolabs), ambas reacciones se precipitaron con 1/10 de acetato de sodio 5M,

1720 EDTA 0.5M y 2 voliimenes de etanol absoluto. El ADN linearizado se utilizé
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para realizar una transcripcion in vitro utilizando el Kit mMessage mMachine con

ARN Polimerasa T7 (Cat. 1344 Ambion Company).

El ARNm obtenido se cuantificé por absorbancia a una longitud de onda de 260/280
nm, se analizé cualitativamente mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%. Una
vez cuantificado, se inyectaron ~50 nLL que contenian 20 ng del ARNm de los canales
i6nicos con un microinyector automatico (Drummond) a ovocitos de Xenopus laevis

previamente preparados para ensayos electrofisioldgicos.

IV.5 Preparacion de Ovocitos de Xenopus laevis para Ensayos Electrofisiologicos

Los ovocitos se obtuvieron mediante diseccion de ranas africanas de la especie
Xenopus laevis. La rana se anestesié sumergiéndola en agua con hielo por 45 min.,
posteriormente, se le coloc6 en una cama de hielo y se le cubrié con el mismo a
excepcion del abdomen. Posteriormente se le realiz6 una incisiéon de ~1 cm en la
parte baja del abdomen para extraer los I6bulos ovéricos. Estos fueron disgregados
mecanicamente con pinzas de diseccién (Dumont #55, Fine Science Tools) hasta
formar cimulos de entre 4 a 6 ovocitos los cuales fueron depositados en una solucion
con medio ND-96 (Anexo 1), para seleccionar tnicamente los ovocitos de la etapa

IV-V.
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Los ovocitos seleccionados se lavaron 4 a 6 veces en una soluciéon con medio OR-2
libre de Ca** (Anexo 1) y posteriormente se incubaron en una soluciéon de Colagenasa
Tipo IV (1 mg/mL) de Clostridium histolyticum (Sigma C-5138) con medio OR-2
libre de Ca®* en agitacién continua por 45 min. Finalmente, los ovocitos se lavaron 4
veces con medio ND-96 y se mantuvieron a 17°C en medio ND-96 con Gentamicina
(Genkova) a 50 pg/mL (concentracion final) hasta su utilizacién, después de 2 a 24

horas post extraccion.

Los ovocitos desfoliculados se inyectaron con 20 ng del ARNm de los canales
i6nicos de K previamente obtenido. Los ovocitos inyectados fueron incubados en
medio ND-96 con Gentamicina a una concentracion final de 50 pg/mL, a 17°C por 1
0 2 dias. Posteriormente, a los ovocitos inyectados se les estimulé con un protocolo
de pulsos mediante la técnica de Fijacion de Voltaje por Dos Electrodos para
determinar si el ARNm se expresé de forma correcta, los ovocitos se mantuvieron en
una cdmara de perfusiéon con 250 pL. de medio ND-96, todos los experimentos se

realizaron a temperatura ambiente (22-24°C).

IV.6 Caracterizacion de los Canales I6nicos de Potasio Shaker IR y Hslo

Para determinar si los canales i6nicos se expresaban de manera correcta en la
membrana de los ovocitos, se sometieron a cambios de voltaje conocidos como

Protocolo de Pulsos, particulares para cada canal i6nico.
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Para el caso del canal de potasio de tipo Shaker IR, se utiliz6 el siguiente Protocolo

de Pulsos:

Potencial de mantenimiento: | -60 mV
Primer potencial: -20 mV
Ultimo potencial: 80 mV
Variacion de Potenciales: -20 mV
Numero de episodios: 8
Duracion de la época A 2 ms
Duracion de la época B 45 ms
Duracion de la época C 2 ms
Duracion del tren de pulsos: | 51.2 ms

Para el canal de potasio Hslo, el Protocolo de Pulsos que se utilizé fue el siguiente:

Potencial de mantenimiento: | -60 mV
Primer potencial: 80 mV
Ultimo potencial: -60 mV

Variacion de Potenciales: | -20 mV
Numero de episodios: 8
Duracion de la época A 2 ms
Duracion de la época B 45 ms
Duracion de la época C 2 ms
Duracion del tren de pulsos | 51.2 ms

Para confirmar la identidad de los canales i6nicos, se utilizaron bloqueadores o

activadores. Para caracterizar el canal Shaker IR se utiliz6 el bloqueador de canales

de potasio tetra etil amonio (TEA), los ovocitos que sobre expresaron el canal Shaker

fueron sometidos al protocolo de pulsos mencionado y posteriormente se agregaron

60 uM de TEA a la cdmara de perfusiéon El efecto se registrd y se comparé con la

corriente de los ovocitos sin el reactivo.
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Para caracterizar el canal Hslo, se utilizaron dos fenamatos activadores selectivos
para este canal: el 4acido flufendmico y el dcido niflimico, que presentan la
caracteristica adicional favorable de que ambos bloquean las corrientes de cloro
endogenas mejorando asi las corrientes producidas por el canal. Los ovocitos que
sobre expresaron de manera adecuada los canales Hslo, fueron sometidos a un
protocolo de pulsos descrito y posteriormente se agregaron a la cimara de perfusion
100 uM de cualquiera de los activadores, el efecto se registré para compararlo con los

registros de los ovocitos sin reactivo.

IV.7 Efecto de las Fracciones del Veneno de C. californicus en los Canales de
Potasio Expresados en Ovocitos Mediante la Técnica de Fijacion de Voltaje
por Dos Electrodos

Los ensayos electrofisiologicos se realizaron después de 1 a 2 dias de la inyeccion del

ARNm, mediante la técnica de Fijacién de Voltaje por Dos Electrodos con un equipo

CA-1B High Performance Oocyte Clamp (Dagan Corporation). Los ovocitos se

mantuvieron en una cdmara de perfusiéon con 250 pL. de medio ND-96, todos los

experimentos se realizaron a temperatura ambiente (22-24°C).

Para hacer el registro de las corrientes de los ovocitos, se utilizaron dos capilares de
vidrio (VWR International, Cat. 53432-921). Los capilares de registro se llenaron

con una solucién conductora de KCl 3M y con un electrodo de plata clorurado,
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solamente se utilizaron los capilares cuya resistencia fuera de 0.3 a 0.5 MQ para el

electrodo del voltaje y 0.8 a 1.2 MQ para el electrodo de la corriente.

Para probar las fracciones liofilizadas del veneno total de C. californicus obtenidas
por HPLC-RP, éstas fueron resuspendidas en H,O destilada y desionizada de forma
tal que se conocia la cantidad de proteina que existia en cada dilucidn, se agregaron
concentraciones conocidas de las fracciones del veneno directamente a la cimara de
perfusiéon. Las corrientes de los ovocitos con los canales i6nicos sobre expresados
fueron registradas antes, durante y después de agregar las fracciones del veneno del
caracol. Después de agregar las fracciones del veneno, se perfundi6 el ovocito con al

menos 3 mL de medio ND-96, para retirar algun rastro de la fraccion.

Los ovocitos fueron sometidos a un potencial de mantenimiento de —60mV y a un
Protocolo de Pulsos especifico para cada canal. Las mediciones de la corriente se
realizaron a 2 KHz y se registraron utilizando un amplificador tipo CA-1B High
Performance Oocyte Clamp (Dagan Corporation) y almacenados en computadora
para analizarlos con los programas pCLAMP version 6.0.3 (Axon Instruments),

Microsoft Excel version 2000 y Analysis Beta 2.

Primeramente se probaron las fracciones del veneno obtenidas por HPLC-RP y
recolectadas cada 30 min., de éstas las que resultaron positivas fueron probadas en
tiempos de colecta cada vez menores, es decir, se probaron las fracciones colectadas

cada 15 min., cada 5 min., y finalmente cada minuto, para conocer de forma precisa
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qué fraccion tenia actividad sobre los canales i6nicos. Las fracciones con actividad
fueron enviadas al Instituto de Neurobiologia (UNAM), para conocer la secuencia de

aminoacidos de la fraccion de interés.

IV.8 Obtencion de una Biblioteca de ADNc de Conotoxinas del Veneno Total de
Conus californicus

Debido a la falta de reportes que documenten cudles son las conotoxinas presentes en

el veneno de Conus californicus, se decidié generar una biblioteca de ADNc que nos

permitird conocer la secuencia de nucleétidos y aminodcidos que componen a cada

una de las conotoxinas y considerar su posible expresion en un sistema heterélogo

para obtener de manera ilimitada las toxinas recombinantes y evaluarlas en diferentes

ensayos de bioactividad.

Para generar la biblioteca de ADNc de las conotoxinas presentes en el veneno de
Conus californicus, se recolectaron en Abril del 2004, 10 organismos de esta especie.
Para aislar ARN total se extrajeron los ductos venenosos, éstos se lavaron con agua
tratada con Dietil-Pirocarbonato (H,O-DEPC) al 0.1% y se maceraron en 2 mL de
TRI-Reagent (Sigma Cat. T9424) con un homogenizador manual de vidrio
(Wheaton). La muestra se incub6 a temperatura ambiente por 5 min., posteriormente
se mezcl6 con 200 pL. de Bromo-Cloro-Propano (Sigma, Cat. B9673) y se incub6 por

15 min., a temperatura ambiente. Para separar las fases acuosa y organica, la muestra
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se centrifug a 12,000 xg por 15 min., a 4°C, una vez centrifugada, la fase acuosa se
transfirié a un tubo limpio para precipitarla con isopropanol. El precipitado se lavo
con etanol al 75% y se centrifug6 a 7,500 xg por 5 min., a 4°C, se descarto el etanol y
el precipitado que contenia el ARN total se dej6 secar. Posteriormente se solubilizé
con 100 pL de H,O-DEPC y se realizaron alicuotas del ARN total que se

almacenaron a -70°C hasta su uso.

Para sintetizar el ADNCc, se utilizaron 500 ng del ARN total obtenido y se realiz6 una
reaccion de transcripcion reversa (RT-PCR) con el kit SuperScript One Step RT-PCR
with Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen Cat. 10928-034) utilizando

oligonucléotidos especificos.

Para generar la biblioteca de ADNc, el producto de amplificacién de la reaccién de
RT-PCR se clon6 en el vector pBR322, la reaccion se electroporé a células TOP-F 10
electrocompetentes, y se sembraron en medio SB con ampicilina (Anexo 1), se
incubaron a 37°C por 12 hrs. La caracterizacion de la biblioteca se realiz6 por PCR
de colonia, los productos de esta reaccion se analizaron mediante electroforesis en gel

de agarosa al 1.5%, y aquellos que resultaron positivos fueron secuenciados.

Las secuencias de la biblioteca de ADNc de las conotoxinas de C. californicus,

fueron analizadas con el programa Mac Vector 7.2.
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V. RESULTADOS

V.1 Obtencion y Diseccion de los Organismos

Los organismos con los que se trabajé en este proyecto fueron recolectados en

diferentes meses: Julio, Agosto y Noviembre del afio 2004.

Todos los organismos se sacrificaron para extraer el veneno total a partir de los
ductos venenosos. Se obtuvieron 1.787 mg de proteina total de la primer recolecta,
2.917 mg de proteina total en la segunda y en la tercer recolecta se obtuvieron 2.568

mg de proteina total.

V.2 Fraccionamiento del Veneno Total del Caracol Marino Conus
californicus mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en Fase
Reversa (HPLC-RP)

El extracto total de veneno de las tres colectas fue fraccionado de manera

independiente mediante HPLC-RP.

Cada muestra uno de los venenos totales se colectd de acuerdo a su tiempo de
retencion (Figura 19). Primero se colectaron dos fracciones, del minuto 5 al 30, y del
minuto 30 al 65 (al conjunto de fracciones que se obtuvieron se le llamé “corrida”),
por lo tanto estd represento la primer corrida que contiene dos fracciones de 30 min.,

cada una de ellas.
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Figura 19. Fraccionamiento por HPLC-RP del extracto total del veneno de Conus californicus.
Se muestra el cromatograma de las fracciones obtenidas de acuerdo a su tiempo de retencién en
relacion con la absorbancia a 230 nm. En la parte inferior se observa la estrategia experimental para
colectar las fracciones en las corridas de acuerdo a su tiempo de retencion.

La segunda “corrida” se colectd cada 15 min., y por lo tanto contiene cuatro
fracciones que van de los minutos 5-15, 15- 30, 30- 45 y 45- 60. La tercer corrida
contiene las fracciones colectadas cada 5 min., de las cuales se obtuvieron 12
muestras y finalmente la dltima corrida fue de las fracciones colectadas cada minuto,

en esta se obtuvieron alrededor de 60 muestras.

A continuacion se presentan los cromatogramas de las fracciones del veneno total de
Conus californicus, de organismos colectados en Julio (Figura 20) y Noviembre

(Figura 21) del afio 2004.
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Figura 20. Cromatograma del fraccionamiento por HPLC-RP del veneno total de Conus
californicus colectados en Julio de 2004. Los datos se presentan como la absorbancia obtenida a
»230nm contra el tiempo de retencién de las fracciones obtenidas.
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Figura 21. Cromatograma del fraccionamiento por HPLC-RP del veneno total de Conus
californicus colectados en Noviembre de 2004. Los datos del cromatograma se presentan como la
absorbancia obtenida a ;230nm contra el tiempo de retencién (en minutos) de las fracciones obtenidas.
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V.3 Transcripcion in Vitro de los Canales I6nicos Shaker y Hslo

Para obtener el ARNm de los canales 16nicos Shaker y Hslo, es necesario realizar una
transcripcion in vitro. Para lograrlo, se linearizaron los pldsmidos que contienen la
secuencia de los canales i6nicos Shaker IR y Hslo, con las enzimas EcoRI y Notl
respectivamente. El producto de la reaccion se analizé mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% y se determiné cualitativamente si la reaccién de linearizacion fue

completa (Figura 22).

A B

Figura 22. Productos de la reaccion de linearizaciéon enziméatica de los plasmidos pcDNAShIR y
pcDNAHSslo M3N1. (A) Linearizacién del plasmido que contiene la secuencia del canal Shaker carril
1. Plasmido pcDNAHslo M3NT1 carril 2 Plasmido linearizado con 3U de EcoRI. (B) Linearizacién del
vector que contiene la secuencia del canal Hslo, carril 1 plasmido sin linearizar, carril 2 Plasmido
linearizado con 3U de Notl.

Al analizar los resultados obtenidos en la (Figura 22), se determiné que la reaccién
de linearizacién de ambos pldsmidos era correcta y que el ADN plasmidico es util

para los pasos subsecuentes.

El pldsmido linearizado fue utilizado para realizar la reaccidn de transcripcidn in vitro
mediante T7 ARN polimerasa, a través de la cual se obtiene cARNm. Este se

cuantificé por espectrofotometria a 260nm obteniéndose una cantidad de 640 pg/mL
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del ARNm para Shaker y 350 pg/mL de ARNm para Hslo, también se analizé
cualitativamente mediante un gel de agarosa al 1% (figura 23), para corroborar que

no existiera degradaciéon del ARNm.

A B

Figura 23. Productos de la reaccion de transcripcion in vitro con la T7 ARN Polimerasa de los
plasmidos pcDNAShIR y pcDNAHslo M3N1. (A) ARNm del canal Shaker (B) ARNm del canal
Hslo.

A través de estos andlisis se determiné que la calidad y cantidad del ARNm de ambos

canales era adecuada para ser utilizado en los pasos subsecuentes.

V.4 Expresion Heterologa en Ovocitos de Xenopus laevis de los Canales Ionicos
de Potasio

Los ovocitos que se utilizaron para la expresion heteréloga de los canales i6nicos
fueron tratados previamente con colagenasa, después de 24 hrs post tratamiento
fueron inyectados con ARNm de los canales i6nicos. Las inyecciones del ARNm se
hicieron de forma aislada, en células individuales, se inyectaron 50 nL con ~20 ng de
ARNm a cada célula, después de la inyeccion los ovocitos se mantuvieron a 17 °C

hasta obtener registros de las corrientes de los canales estimulando las células
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mediante un Protocolo de Pulsos especifico para cada canal como se menciond en los

procedimientos experimentales.

V.4.1 Controles de Expresion del Canal I6nico de Potasio de Tipo Shaker IR

Para determinar si la expresion del canal de potasio de tipo Shaker fue adecuada, se
compararon las corrientes registradas de los ovocitos inyectados con el ARNm del
canal Shaker con las corrientes de los ovocitos nativos. En la (Figura 24) se
muestran los registros de un ovocito nativo estimulado con el protocolo de pulsos
especifico para este canal (A), y en la (B) se muestran los registros de la corriente de

los ovocitos inyectados con ARNm del canal Shaker.

Corriente (LA)

Corriente (LUA)

Tiempo (ms) Tiempo (ms)

A B

Figura 24. Caracterizacion de la Expresion del Canal de Potasio de Tipo Shaker IR. Registros de
ovocitos nativos estimulados con el protocolo de pulsos para el canal Shaker IR (A) y los registros de
las corrientes generadas por ovocitos inyectados con el ARNm del canal Shaker IR (B). Los ovocitos
se mantuvieron a un potencial de mantenimiento de -60mV, con potenciales de -20 a -80 mV, con
disminuciones de -20mV, el tiempo total del registro fue de 51.2 ms. Los registros se grafican como

la corriente obtenida en [LA contra el tiempo total del protocolo de pulsos.
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Comparando los registros de las (Figuras 24 A y B), se observa que existe una
diferencia marcada entre las corrientes de los ovocitos nativos y aquellos que fueron
inyectados con el ARNm del canal Shaker IR, en donde las corrientes superan los 5
pA  Esto indica que hubo una expresion adecuada del ARNm que fue inyectado a la
célula, de tal forma que al estimular el canal iénico con un protocolo de pulsos
especifico éste se abrird permitiendo evaluar la apertura como una corriente

especifica.

V.4.2 Caracterizacion de la Identidad del Canal Iénico de Potasio de Tipo
Shaker IR

Una vez que se determiné que la expresion del ARNm del canal fue adecuada, se
procedi6 a corroborar la identidad del canal Shaker IR mediante el uso de
bloqueadores. En este caso se utilizd el Tetra Etil Amonio (TEA) como un
bloqueador del canal de potasio Shaker (Choi et al., 1991 y Crouzy et al., 2001). Se
evaluaron las corrientes generadas por un ovocito inyectado con ARNm del canal
Shaker IR y las corrientes generadas por este mismo ovocito en presencia de 60mM
de TEA, posteriormente se midieron las corrientes del ovocito al retirar el TEA

mediante perfusion con medio de mantenimiento ND-96.
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Figura 25. Caracterizacion de la Identidad del Canal de Potasio de Tipo Shaker IR Mediante el
Bloqueador TEA. Se muestran los registros de las corrientes obtenidas de un ovocito inyectado con
el ARNm del canal Shaker IR (A) y las corrientes de este mismo ovocito en presencia de 60mM de
TEA (B). Después de registrar las corrientes en presencia del bloqueador, éste se retira mediante
perfusion con medio de mantenimiento ND-96 (C). Los registros se grafican como la corriente
obtenida en uA contra el tiempo total del protocolo de pulsos en milisegundos.

En la Figura 25 se muestran las corrientes generadas por un ovocito inyectado con el
ARNm del canal Shaker IR, al agregar 60 mM de TEA a la cdmara de perfusion se
observd que las corrientes del mismo ovocito disminuyeron significativamente por
accion del bloqueador, al retirar el TEA, las corrientes volvieron a su estado inicial.
Estos resultados indican que el canal que se estd expresando en los ovocitos
inyectados con ARNm es el canal i6nico de potasio de tipo Shaker IR. Con ambos
experimentos (Figuras 24 y 25) se determiné que la expresion e identidad del canal
de potasio Shaker IR son correctas, por lo tanto se estd trabajando con un canal
funcional que permitird valorar el efecto de las fracciones obtenidas por HPLC del

extracto total del veneno de conus.
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V.4.3 Controles de Expresion del Canal de Potasio Modulado por Calcio Hslo

Como se menciond con anterioridad, los canales Maxi K tienen dos mecanismos de
apertura dependientes del voltaje, pero el segundo mecanismo es modulado por la
concentracion de calcio intracelular. En concentraciones de calcio menores a 100 nM
el canal se comporta como dependiente de voltaje, pero a concentraciones mayores de
100 nM Ia dependencia es modulada por la concentracién de calcio ocasionando que
el canal se abra a potenciales menores (Meera et al., 1996; Stefani et al.; 1997; Toro

etal., 1998).

Por ello la caracterizaciéon de la expresion funcional del canal Hslo se realizé
midiendo las corrientes generadas por un ovocito inyectado con el ARNm de Hslo en
una serie de medios con concentraciones diferentes de calcio: sin calcio, 100 nM, 100

uM y 100 mM de calcio.

Por otro lado fue necesario determinar que la accién mecdnica de inyectar ARNm no
afectaba a las células y por consiguiente se esperaba que las corrientes generadas por
ovocitos nativos inyectados con agua fueran similares a las corrientes de ovocitos sin

inyectar.
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Figura 26. Efecto de la accién mecanica de la inyeccion con agua sobre diferentes ovocitos en
medio ND-96 (100mM Calcio). Se muestran las graficas de los registros de la corriente respecto al
tiempo de (A) Ovocito nativo (B) Ovocito inyectado con agua y (C) Ovocito inyectado con ARNm de
Hslo. Todos los ovocitos fueron sometidos a un protocolo de pulsos de 80mV a -60mV con
decrementos de -20mV con un HP-60mV, la duracién del protocolo fue de 51.2 ms en presencia de
100mM de Ca** en la cdmara de perfusién.

En la Figura 26 se muestran las corrientes generadas por diferentes ovocitos en
medio ND-96 (100 mM Ca®™), el primer registro (A) representa las corrientes
generadas por un ovocito nativo, como se observa no existe ninguna corriente
significativa pues la célula no se inyect6 con ARNm de Hslo. En la figura (B) se
observan las corrientes generadas por un ovocito nativo inyectado con agua, este
control permitié determinar que la accion mecdnica de inyectar ARNm no dafia a la
célula y por consiguiente las corrientes generadas son similares a las de un ovocito
nativo (A). Los registros de las corrientes obtenidas de un ovocito inyectado con

ARNm del canal Hslo se muestran en la figura (C) en donde éstas tienen un valor
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superior a los 4 pA y son claramente mayores a las corrientes de los controles de los
ovocitos nativos (figuras A 'y B).

Los resultados de la (Figura 27) corresponden a la caracterizacion del canal Hslo con
diferentes concentraciones de calcio en medio ND-96. Se sabe que este canal es
dependiente de voltaje s6lo en concentraciones de calcio menores a 100 nM, este
comportamiento se observa claramente en las figuras A, B y C, en donde las
corrientes generadas por el ovocito con Hslo son similares a pesar de la diferencia en
la concentracién de calcio en el medio (sin calcio para la figura A, con 100 nM (B) y
10 uM (C) de calcio). Sin embargo, cuando la concentracion de calcio en el medio
incrementa a 100 mM (D), las corrientes registradas son mayores, debido a que la

modulacidn por calcio permite que el canal se abra a potenciales menores.



92

Sin calcio ' 100 nM Ca 2+

20 30 Zo 30 40

Tiempo (1ns) Tiempo (ms)

100 mM Ca 2+

th

A"

Ié-___

]
B

Corriente (n)

Corriente (uA)

|
th
|
th

: ; . 20 30 40
0 30 40
Tiempo (ms)

Tiempo {(ms)

Figura 27. Caracterizacion de la Expresion del Canal I6nico Hslo Utilizando Diferentes
Concentraciones de Calcio en el Medio. Se presentan los resultados de la caracterizaciéon de un
mismo ovocito inyectado con ARNm del canal Hslo utilizando diferentes concentraciones de calcio en
el medio. La grafica de la figura (A), corresponde a las corrientes registradas de un ovocito inyectado
con ARNm del canal Hslo en presencia de Medio ND-96 sin Calcio. La figura (B) muestra las
corrientes del mismo ovocito en presencia de medio ND-96 con 100nM de Ca**, la figura (C)
corresponde a los registros obtenidos de la misma célula en presencia de medio ND-96 con 10 uM de
Ca®y finalmente en la figura (D) se presentan los datos que corresponde a las corrientes obtenidas
en presencia de medio ND-96 con 100 mM de Ca®*. Los ovocitos fueron sometidos a un protocolo de
pulsos de 80mV a -60mV con decrementos de -20mV en un HP-60mV, la duracién del protocolo fue
de 51.2 ms. Las flechas rojas hacen mds evidentes los cambios en la corriente.

Mediante los experimentos anteriores fue posible determinar que el canal Hslo se estd
expresando de una forma correcta, ademds fue posible verificar la modulacién por
calcio del canal cuando se somete a concentraciones nulas de calcio 6 de 100 nM, 10

uM y 100 mM de éste cation en el medio.
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V.4.4 Caracterizacion de la Identidad del Canal de Potasio Modulado por Calcio
Hslo

Para corroborar la identidad del canal de potasio modulado por calcio Hslo, se
utilizaron dos fenamatos: el 4cido niflimico y el dcido flufendmico, que son
compuestos aromdticos antinflamatorios no esteroidales. Se sabe que ambos 4cidos
activan a los canales de potasio de gran conductancia o canales Maxi K; y que
inhiben la conductancia de cloro y de los canales no selectivos para estos cationes
(Ottolia y Toro, 1994).

Para verificar que la actividad de los fenamatos no dafiaba a los ovocitos, éstos fueron
sometidos a un protocolo de pulsos para Hslo y posteriormente se agregaron 100 mM
de 4cido niflimico a la cdmara de perfusion que contenia medio ND-96 (100 mM de
Ca2+), se hicieron registros de las corrientes obtenidas de los ovocitos antes (A) y

después de agregar el activador (B) (Figura 28).

T T

T T T T T
In 30 In 30
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Figura 28. Efecto del Acido Niflimico en Ovocitos Nativos. Se muestran los registros obtenidos de
ovocitos nativos sometidos a un HP-60 con potenciales de 80mV a -60mV por 51.2 ms en presencia de
100mM de Ca** en la cdmara de perfusion. (A) Corrientes de un ovocito nativo. (B) Corrientes
obtenidas del mismo ovocito en presencia 100mM de Acido Niflimico en la cdmara de perfusién.
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Los experimentos anteriores determinaron que los fenamatos no dafian a los ovocitos
y por lo tanto no interfieren con las corrientes generadas por las células nativas,
teniéndolo como referencia, se procedié a corroborar la identidad del canal Hslo

mediante la accion de dos activadores.

Para corroborar la identidad del canal Hslo, se utilizaron dos fenamatos como
activadores: el 4cido niflimico y el d4cido flufendmico (Figuras 29 y 30
respectivamente). En ambos casos se registraron las corrientes generadas por un
ovocito inyectado con el ARNm de Hslo y posteriormente se registraron las

corrientes del mismo ovocito en presencia de 100 mM de cualquier activador.

En la (Figura 29) se representan las corrientes de un ovocito inyectado con ARNm
de Hslo (A) y el efecto sobre esta misma célula al agregar 100 mM de dacido
niflimico (B), en este caso, se observa que las corrientes de los ovocitos

incrementaron al agregar el dcido como consecuencia de la activacién del canal Hslo.
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Figura 29. Caracterizacion del Efecto del Acido Nifldmico en Ovocitos Inyectados con ARNm de
Hslo. Se presentan las corrientes contra el tiempo total del protocolo de pulsos de (A) un ovocito
inyectado con ARNm de Hslo y las corrientes generadas por esta misma célula al agregar 100mM de
acido niflimico a la cdmara de perfusion (B). Los ovocitos fueron sometidos a un HP-60 con un
potencial inicial de 80mV hasta -60mV con decrementos de -20mV por 51.2 ms en presencia de
100mM de Ca* en la cdmara de perfusion.

Para confirmar nuevamente la identidad del canal Hslo se evalio el efecto de
activacion del canal por el dcido flufendmico, pare ello se midieron las corrientes
generadas por un ovocito inyectado con ARNm de Hslo (Figura 30 A) y
posteriormente las corrientes generadas por esta misma célula en presencia de

100mM de 4cido flufendmico (Figura 30 B).
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Figura 30. Caracterizacién del Efecto del Acido Flufenimico en Ovocitos Inyectados con ARNm
de Hslo. Se presentan las corrientes obtenidas de un ovocito inyectado con ARNm de Hslo (A) y las
corrientes generadas por esta misma célula al agregar 100mM de 4cido flufendmico a la camara de
perfusion (B). Los ovocitos fueron sometidos a un HP-60 con un potencial inicial de 80mV hasta -
60mV con decrementos de -20mV por 51.2 ms en presencia de 100mM de Ca** en la cdmara de

perfusion; los datos se presentan como el tiempo total del protocolo de pulsos contra las corrientes
registradas.

Tomando en consideracion los experimentos anteriores fue posible determinar que el
ARNm del canal se expresa de manera adecuada y la identidad corresponde a la de
Hslo, por lo que se procedi6 a evaluar el efecto de las fracciones del veneno total de

conus obtenidas por HPLC.
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V.5 Efecto de las Fracciones del Veneno de Conus californicus en el Canal de
Potasio de Tipo Shaker IR Utilizando la Técnica de Fijacion del Voltaje por Dos
Electrodos.

Para evaluar el efecto de las fracciones obtenidas por HPLC del veneno total de C.
californicus, se requeria conocer la concentracion total de cada una de las fracciones
que se iban a probar, por eso fue necesario estimar teéricamente el peso molecular
promedio de las conotoxinas que afectan los canales idnicos de potasio, tomando en
consideracion las referencias existentes (Jacobsen ef al., 2000; MclIntosh et al., 1999;
Terlau et al., 1996) se determiné que las k-conotoxinas tienen en promedio 29

residuos de aminodcidos y su peso aproximado es de 3190 g/mol.

Una vez realizados los calculos pertinentes, las fracciones del veneno se solubilizaron
en agua destilada, de tal forma que se conocia la concentracién que existia en cada
dilucién. Posteriormente se registraron las corrientes de los ovocitos con el canal
Shaker IR antes, durante y después de agregar las fracciones del veneno directamente
a la cdmara de perfusion. Los ovocitos se perfundieron con al menos 3 mL de medio
ND-96, para retirar algin rastro de las fracciones y determinar si la corriente inicial se

recuperaba después de la perfusion.

V.5.1 Efecto de las fracciones del veneno colectadas cada 30 minutos

Tomando en cuenta la estrategia experimental se prosiguié a probar el efecto de las

fracciones del veneno total de Comus californicus en los canales de potasio Shaker
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IR. Para ello se evaluaron inicialmente las dos fracciones mds grandes colectadas
cada 30 minutos de dos diferentes venenos obtenidos de organismos colectados en el

mes de Julio (Figura 31) y en Noviembre (Figura 32).

En la (figura 31 A), se graficaron los datos de la corriente respecto al tiempo al
agregar 10 pL (25 uM) de la fraccién que contiene los minutos O al 30, como se
observa la fraccién no disminuye la corriente del canal Shaker IR, por lo que se

consider6 que no tiene ninguna actividad bloqueadora.
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Figura 31. Efecto del veneno de Julio de 2004 sobre el canal Shaker IR. Se muestran los datos de
la corriente respecto al tiempo y el porcentaje de disminucién de la corriente en (A) Al agregar 10 pL
(25 uM) de la fraccién de los minutos 0 al 30 del veneno de Julio de 2004. (B) Al agregar 10 pL (25
M) de la fraccién de los minutos 30 a 60 del veneno.
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Por otro lado, al evaluar el efecto de la fraccion de los minutos 30 a 60 (Figura 31
B), se encontr6 que no presentaba ninguna actividad bloqueadora sobre el canal
Shaker IR al agregar 10 pL. (25 uM) de la fraccién a la cdmara de perfusion. Por lo
tanto el porcentaje de la corriente inicial respecto de la lectura final es practicamente

el mismo.

En la (Figura 32) se presentan dos tipos de graficas que muestran las corrientes
registradas de los ovocitos con el canal Shaker IR y el porcentaje de la corriente en un
potencial de 40mV antes, durante y después de agregar la fraccion del veneno de
organismos colectados en Noviembre del 2004. Como se observa en la (Figura 32)
(A), al agregar 10 pL (25uM) de la fraccion que contiene los minutos 0 al 30 tiene un
efecto de bloqueo del canal bastante notorio, pues disminuye la corriente en un
92.7%, después de retirar la fraccion mediante perfusion, la corriente inicial se
recupera en un 64%. Por otro lado, la fraccidon que contiene los minutos 30 al 60 (B),
también presenta actividad bloqueadora en una concentracién de 25 uM, pues
disminuye la corriente del canal en un 39%. Estos resultados indican que ambas
fracciones presentan una actividad que disminuye las corrientes del canal Shaker IR,
por lo que se procedid a evaluar las fracciones colectadas cada 15 minutos con la

finalidad de delimitar los minutos con actividad bloqueadora.

Con los resultados anteriores, se puede afirmar que en el caso de las fracciones de 30
minutos del veneno total de organismos colectados en Julio del 2004, ninguna

presento actividad bloqueadora para el canal Shaker IR. Sin embargo las corridas de
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los venenos obtenidos de organismos colectados en Agosto y Noviembre del 2004, si

bloquearon las corrientes del canal Shaker IR.
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Figura 32. Efecto de las fracciones del veneno total de C. californicus colectados en Noviembre
de 2004, sobre el canal Shaker IR. Se muestran los registros de las corrientes respecto al tiempo y el
porcentaje de la corriente en un potencial de 40mV; antes, durante y después de agregar las fracciones
de los minutos 0 al 30 (A) y 30 al 60 (B) del veneno total de conus. ND-96: condicién inicial de la
corriente, Frxn: representa la fraccién del veneno, Lavado: representa la perfusién con medio para
retirar rastros de la fraccion previamente agregada.
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V.5.2 Efecto de las Fracciones del Veneno de Conus Colectadas cada 15 minutos

Debido a que los minutos 0 al 30 y 30 al 60 tuvieron actividad bloqueadora en el
canal Shaker, se procedi6 a evaluar las fracciones de los minutos 5-15, 15-30, 30- 45

y 45-60.

Como se observa en la (figura 33), en presencia de 25 pM de la fraccién que contiene
los minutos 5 al 15 (A), presenta actividad bloqueadora significativa, pues el
porcentaje de la corriente que se registra en un potencial de 40mV es de 21%, por lo
que esta fraccion es capaz de reducir la corriente del canal en un 79%, después de
retirar la fraccidn, la corriente se recupera en un 80% respecto de la inicial. Por otro
lado, a concentraciones de 12.5 uM de la fraccién que contiene los minutos 15 al 30
(B), la corriente del canal Shaker disminuye en un 39% y después de retirar la
fraccion la corriente inicial se recupera en un 94%. En la (Figura 33 C), se muestra
que la corriente del canal Shaker a un pulso de 40mV, disminuye en un 59% a
concentraciones de 75 pM de la fraccién que contiene los minutos 30 al 45, es
importante resaltar que la concentracion utilizada en este experimento es mayor que
en los anteriores. Finalmente, en concentraciones de 37.5 uM de la fraccién que
contiene los minutos 45 al 60, disminuye la corriente en un 49%, al retirar la fraccion
la corriente se recupera en un 96%. En la Tabla III se presenta un resumen de los

resultados obtenidos para estas fracciones.
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Figura 33. Efecto de las fracciones del veneno total de C. californicus colectadas cada 15 minutos
sobre el canal Shaker IR. Se grafican los registros de las corrientes respecto al tiempo y el
porcentaje de la corriente en un potencial de 40mV; antes, durante y después de agregar las fracciones
de los minutos 5 al 15 (A) y 15 al 30 (B), 30 al 45 (C) y 45 al 60 (D) del veneno total de conus. ND-
96: condicién inicial de la corriente, Frxn: representa la fraccién del veneno, Lavado: representa la
perfusion con medio para retirar rastros de la fraccién previamente agregada.
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Tabla III. Actividad sobre el canal Shaker IR de las fracciones del veneno de conus obtenidas
por HPLC y colectadas cada 15 minutos

FRACCION | ACTIVIDAD | CONCENTRACION % DE
(MINUTOS) | BLOQUEADORA (mM) DISMINUCION
DE LA
CORRIENTE
5-15 SI 25 79
15-30 SI 12.5 39
30-45 SI 75 59
45-60 SI 37.5 49

V.5.3 Efecto de las Fracciones del Veneno de conus Colectadas cada 5 minutos

Debido a que las cuatro fracciones anteriores tuvieron actividad bloqueadora, se
prosiguié a evaluar las fracciones del veneno de conus obtenidas por HPLC y

colectadas cada 5 minutos.

De las 12 fracciones que se evaluaron en este punto, algunas carecieron de actividad
bloqueadora, para hacer mds comprensible el andlisis de los resultados, sélo se
presenta un ejemplo de éstas (Figura 34 B); el resto de los resultados son inicamente

de las fracciones que tuvieron actividad bloqueadora (Figura 34 A, Cy D).

En la (Figura 34 A), se muestra que la corriente del canal Shaker disminuye
drasticamente en un 98.7%, en concentraciones de 3.7 uM de la fraccidén que contiene
los minutos 5 al 10; sin embargo la fraccion que contiene los minutos 10 al 15 (en

concentraciones de 12.5 uM), no se observa ningun efecto que modifique la corriente
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del canal Shaker IR, por lo que esta fraccién carece de actividad bloqueadora (B).
Cabe mencionar que la variacién en la corriente del canal Shaker por accién de
alguna fraccion es bastante notoria, por lo tanto las fracciones que no tienen ningtn
efecto en los canales no modifican la corriente, como se observa en la (figura 34 B),
por lo que para facilitar el anélisis de los resultados, los registros que se muestran a

continuacién serdn unicamente de las fracciones con actividad bloqueadora.

Al agregar la fraccion de los minutos 25 al 30 (a una concentracién final de 12.5 uM),
la corriente que se registra representa un 92.3%, por lo que la fraccién sélo disminuye
la corriente en un 7.7% (Figura 34 C), mientras que en concentraciones de 12.2 uM
de los minutos 40 al 45, la corriente del canal Shaker IR disminuye en un 3.8%, en
ambos casos la corriente después de retirar la fraccién mediante perfusion se recupera
casi en un 100% (95.3% para C y 96.7% para D). En la Tabla IV, se muestra un

resumen de la actividad de cada una de las fracciones colectadas cada 5 minutos.
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Figura 34. Efecto de las fracciones del veneno total de C. californicus colectadas cada 5 minutos
sobre el canal Shaker IR. Se presentan los registros de las corrientes respecto al tiempo y el
porcentaje de la corriente en un potencial de 40mV; antes, durante y después de agregar las fracciones
de los minutos 5 al 10 (A), 10 al 15 (B), 25 al 30 (C) y 40 al 45 (D) del veneno total de conus obtenido
por HPLC-RP. ND-96: condicidn inicial de la corriente, Frxn: representa la fraccion del veneno,
Lavado: representa la perfusion con medio para retirar rastros de la fraccién previamente agregada.
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Tabla IV. Resumen de la actividad sobre el canal Shaker IR de las fracciones del veneno de
conus obtenidas por HPLC y colectadas cada 5 minutos.

Fraccion | Actividad | Concentracion | % de disminuciéon
(minutos) | Bloqueadora (M) de la corriente

5-10 SI 3.7 98.7

10-15 NO 12.5 0

15-20 NO 4.34 0

20-25 NO 8.9 0

25-30 SI 12.5 7.7

30-35 NO 25 0

35-40 NO 25 0

40-45 SI 12.2 3.8

45-50 NO 18.3 0

50-55 NO 25 0

55-60 NO 3 0

60-65 NO 0.6 0

V.5.4 Efecto de las Fracciones del Veneno de conus Colectadas cada 1 minuto

Al evaluar la actividad de las fracciones de conus colectadas cada 5 minutos, se

determiné que los minutos 5 al 10, 25 al 30 y 40 al 45 tenian actividad bloqueadora

sobre el canal de potasio de tipo Shaker IR, por lo que se decidié probar estos

minutos de forma individual para determinar cudl de ellos era el responsable de la

actividad bloqueadora.

Al igual que en los experimentos anteriores, fue necesario conocer la concentracién

de cada una de las fracciones, éste cdlculo se realizé considerando el peso molecular

promedio estimado de las k-conotoxinas y la cantidad en masa de cada una de ellas

segun el reporte obtenido con el HPLC. Por esta razon, para algunas fracciones fue

imposible determinar la concentracion, pues en el reporte del HPLC no se detectd
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ninguna fracciéon a 230 nm; sin embargo se resuspendieron en 10 pl. de agua

destilada y se probo el volumen que se indica en la (Tabla V).

De todas las fracciones que se analizaron, s6lo tres de ellas resultaron ser
bloqueadores del canal Shaker IR, siendo éstas los minutos 5, 28 y 44. En la (Tabla
V), se muestra un resumen de las fracciones que se evaluaron, asi como también la
actividad que presentaron, la concentracién que se utilizé en cada una de ellas y el

porcentaje de disminucién de la corriente.

Tabla V. Resumen de la actividad sobre el canal Shaker IR de las fracciones del veneno de
conus obtenidas por HPLC y colectadas cada minuto.

Fraccion Actividad Concentracion % de disminucion
(minutos) Bloqueadora (nM) de la corriente
5 SI 4 pL** 37.1
6 NO 4 plL** 0
7 NO 4 plL** 0
8 NO 2.94 0
9 NO 4 pl 0
10 NO 0.37 0
11 NO 2.75 0
24 NO 0.91 0
25 NO 2.68 0
26 NO 3.6 0
27 NO 5.6 0
28 SI 12.9 55
29 NO 3.04 0
30 NO 8.71 0
40 NO 7 pL** 0
41 NO 3.86 0
42 NO 13.12 0
43 NO 7 plL** 0
44 SI 13.12 44
45 NO 2.1 0

** La concentracion de estas fracciones no se determiné pues no fueron detectadas por el HPLC
a 230 nm. Sin embargo, cada fraccion se solubilizé en 10 pL de agua y se evalué el volumen que
se indica en la tabla.
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En la (Figura 35 A), se presenta la corriente registrada a un potencial de 40mV del
canal Shaker IR en presencia de 4 uL. de la fraccion que contiene el minuto 5, en la
figura se observa la corriente respecto del tiempo obtenida en los ensayos
electrofisioldgicos, en donde se indica la disminucién de la corriente cuando se
agrega la fraccion del minuto 5 (trazo verde), mientras que en la (figura 35 B) se
presenta el porcentaje de la corriente antes, durante y después de agregar la fraccion
que contiene el minuto 5, como se muestra, la corriente del canal Shaker IR en
presencia de la fraccion es de 63%, lo que indica que ésta es capaz de disminuir la
corriente del canal en un 37%, después de lavar la fracciéon mediante perfusion con
medio ND-96, la corriente final se recupera al 100% respecto de la corriente inicial.
En la (Figura 35 C), se presenta parte del cromatograma obtenido a partir de
aislamiento de las fracciones mediante HPLC, en donde se indica con una flecha la
posible fraccién que eluye en el minuto 5 y el cual puede ser el responsable del

bloqueo de la corriente del canal Shaker.
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Figura 35. Efecto de la fracciéon que contiene el minuto 5 del veneno total de C. californicus
obtenido mediante HPLC sobre el canal Shaker IR. Se presentan los registros de las corrientes
respecto al tiempo (A) vy el porcentaje de la corriente en un potencial de 40mV (B) antes, durante y
después de agregar 4ul. de la fraccién que contiene el minuto 5 del veneno total de conus obtenido por
HPLC-RP. En (C) se ilustra parte del cromatograma obtenido del aislamiento por HPLC de las
fracciones del veneno total de conus, con una flecha se sefiala la posible fraccion causante del bloqueo
del canal Shaker. ND-96: condicién inicial de la corriente, Frxn: representa la fraccién del veneno,
Lavado: representa la perfusion con medio para retirar rastros de la fraccion previamente agregada.

En la (Figura 36 A), se muestra la corriente obtenida del canal Shaker IR en
presencia de 12.92 uM de la fraccién que contiene el minuto 28, se observa que esta
fraccion disminuye la corriente del canal en un 55%, (B) ademads si se observa en el
cromatograma que se obtiene del HPLC (C), se podrd notar que la flecha morada
sefala que en el minuto 28 existe una sola fraccion, por lo que probablemente ésta sea

la responsable de la actividad bloqueadora del canal Shaker.
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Figura 36. Efecto de la fraccion que contiene el minuto 28 del veneno total de C. californicus
obtenido mediante HPLC sobre el canal Shaker IR. Se presentan los registros de las corrientes
respecto al tiempo (A) vy el porcentaje de la corriente en un potencial de 40mV (B) antes, durante y
después de agregar 12.92 puM de la fraccién que contiene el minuto 28 del veneno total de conus
obtenido por HPLC-RP. En (C) se ilustra parte del cromatograma obtenido por HPLC de las
fracciones del veneno total de conus, con una flecha se sefiala la posible fraccién causante del bloqueo
del canal Shaker. ND-96: condicién inicial de la corriente, Frxn: representa la fraccién del veneno,
Lavado: representa la perfusion con medio para retirar rastros de la fraccion previamente agregada.

Para el caso del minuto 44, que fue la tdltima fraccion que presenté actividad
bloqueadora, se muestra en la (Figura 37 A) los trazos de las corrientes en un
potencial de 40 mV antes, durante y después de haber agregado la fraccién que

contiene el minuto 44, a una concentracién de 13.12 puM, como se puede observar en
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(B) la corriente del canal Shaker disminuye en un 44%, despuésde lavar la fraccién
con medio ND-96, la corriente se recupera en un 76.27%. Si nos remontamos al
nimero de fracciones que eluyen en el minuto 44, el reporte del HPLC muestra que
en el cromatograma (C) solamente aparecen 2 fracciones en el minuto 44, las cuales

estan senaladas por dos flechas moradas.
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Figura 37. Efecto de la fracciéon que contiene el minuto 44 del veneno total de C. californicus
obtenido mediante HPLC sobre el canal Shaker IR. Se presentan los registros de las corrientes
respecto al tiempo (A) y el porcentaje de la corriente en un potencial de 40mV (B) antes, durante y
después de agregar la fracciéon que contiene el minuto 44 del veneno total de conus obtenido por
HPLC-RP a una concentracién de 13.12 uM. En (C) se ilustra el cromatograma obtenido del
aislamiento por HPLC de las fracciones del veneno total de conus, con flechas se sefialan las posibles
fracciones causantes del bloqueo del canal Shaker. ND-96: condicién inicial de la corriente, Frxn:
representa la fraccién del veneno, Lavado: representa la perfusion con medio para retirar rastros de la
fraccidn previamente agregada.

Hasta este momento es posible determinar que en el caso del canal de potasio Shaker
IR existen en el veneno de Conus californicus, al menos tres fracciones en los
minutos 5, 28 y 44, que disminuyen la corriente del canal de una forma considerable,

confirmando con ello su actividad bloqueadora. Ademads se determiné que el veneno
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de los organismos colectados en el mes de Agosto y Noviembre del afio 2004,
presentan la misma actividad bloqueadora para el canal Shaker IR, y debido a que los
resultados son similares, s6lo se presentaron los obtenidos con el veneno de los

organismos colectados en Noviembre del 2004.

V.6 Efecto de las Fracciones del Veneno de Conus californicus, en el Canal de
Potasio Modulado por Calcio Hslo, Utilizando la Técnica de Fijacion del Voltaje
por Dos Electrodos.

Para determinar el efecto de las fracciones colectadas cada 30 minutos, se
resuspendieron las fracciones en agua destilada para obtener concentraciones

conocidas para cada fraccién. Estas se agregaron a la camara de perfusion y se

registraron las corrientes del canal Hslo, en presencia y ausencia de las fracciones.

En la Figura 38, se representa el efecto de la fracciéon que contiene los minutos 0 al
30 del veneno total (a una concentracién de 25 uM) de conus colectados en Julio del
2004, como se observa, no existe ninglin cambio significativo en las corrientes antes
y después de agregar la fraccidn, ya que éstas s6lo disminuyen la corriente del canal
en un 1%, por lo que se considerd que no tiene ninguna actividad bloqueadora sobre

el maxicanal.

Para el caso de la fraccion que contiene los minutos 30 al 60 del veneno total, se

determind que no tiene ninguna actividad bloqueadora. Como se puede apreciar en la
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(Figura 38 B), pues al agregar la fraccion a una concentracién de 25 UM, la corriente

del canal Hslo no cambia.
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Figura 38. Efecto del veneno total de C. californicus colectados en Julio de 2004 sobre el canal
Hslo. Se muestran los datos de la corriente respecto al tiempo y el porcentaje de disminucién de la
corriente en presencia de (A) 25 uM de la fraccién de los minutos O al 30 del veneno y (B) de la
fraccidon que contiene los minuto 30 al 60 a una concentracién de 25 uM.

Ya que las fracciones del veneno total de organismos colectados en Julio del 2004 no

bloqueaban las corrientes del canal Hslo, decidimos evaluar la actividad de otro
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veneno proveniente de organismos colectados en el mes de Agosto del mismo afio.

Estos resultados se muestran en la (Figura 39).
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Figura 39. Efecto de las fracciones del veneno total de C. californicus colectados en el mes de
Agosto del 2004, sobre el canal Hslo. Se muestran los registros de las corrientes respecto al tiempo
y el porcentaje de la corriente en un potencial de 80mV; antes, durante y después de agregar las
fracciones de los minutos 0 al 30 (A) y 30 al 60 (B) del veneno total de conus. ND-96: condicidon
inicial de la corriente, Minuto: representa la fraccién del veneno, Lavado: representa la perfusién con
medio para retirar rastros de la fraccién previamente agregada.

En la (Figura 39) se presentan dos tipos de graficas que muestran las corrientes
registradas de los ovocitos con el canal Hslo y el porcentaje de la corriente en un

potencial de 80mV antes, durante y después de agregar la fraccion del veneno. Como
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se observa en la (figura 39 A), al agregar la fraccién que contiene los minutos 0 al 30,
a una concentracion de 25 pM, es capaz de disminuir la corriente en un 23.63%,
teniendo un efecto de bloqueo del canal notorio, después de retirarla mediante
perfusidn, la corriente inicial se recupera en un 90.2%. Por otro lado, la fraccién que
contiene los minutos 30 al 60 (B), presenta una menor actividad bloqueadora a una
concentracion de 25 pM, pues disminuye la corriente del canal en un 11%. Ambos
resultados indican que las fracciones de los minutos 0 al 30 y 30 al 60, presentan una
actividad que disminuye las corrientes del canal Hslo, por lo que se procedié a
evaluar las fracciones colectadas cada 15 minutos con la finalidad de delimitar los

minutos con actividad bloqueadora.

V.6.1 Efecto de las fracciones del veneno de C. californicus colectadas cada 15
minutos

Como ambas fracciones de la corrida de 30 minutos tuvieron actividad bloqueadora
en el canal Hslo, se procedi6 a evaluar estos mismos minutos, pero ahora en

fracciones mds pequeiias colectadas cada 15 minutos.

En la Figura 40, se muestran los registros de la corriente contra el tiempo y del
porcentaje de la corriente a un pulso de 80mV al agregar (A) la fraccién que contiene
los minutos 5-15, (B) la fraccién que contiene los minutos 15 al 30, (C) los minutos
30 al 45 y (D) la fraccién correspondiente a los minutos 45 al 60. Como se puede
observar en (A), al agregar la fracciéon que contiene los minutos 5-15, a una

concentracion de 25 pM, la corriente del canal Hslo disminuye en un 4.8%, lo cual no
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es suficiente para considerar este resultado como un bloqueo, por lo que esta fraccion
carece de actividad bloqueadora. La fraccién correspondiente a los minutos 15 a 30
cuyos resultados se muestran en (B), destaca su actividad bloqueadora pues al
agregar la fraccién a una concentracion de 25 uM, las corrientes del canal Hslo,
disminuyen en un 13.1%, y después de retirar la fraccion, se recupera en mdas del

100%.

Por otro lado, la fraccion que corresponde a los minutos 30-45 (C), presenta actividad
bloqueadora sobre le canal Hslo, en una concentracion bastante elevada: 75 uM, pues
es capaz de reducir las corrientes en un 30%, el lavado de la fraccion mediante
perfusion hace que la corriente final se recupere en un 99.37% respecto de la

corriente inicial.

Para el caso de la fraccion que contiene los minutos finales 45-60 (D), también
presenta un ligero cambio en la corriente, pues al agregar 37.5 uM de la fraccién a la
cdmara de perfusion, la corriente del canal Hslo disminuye en un 9%, el lavado de la

fraccion hace que la corriente se recupere en un 100%.
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Figura 40. Efecto de las fracciones del veneno total de C. californicus colectadas cada 15 minutos
sobre el canal Hslo. En este figura se presentan los registros electrofisiologicos de las corrientes
respecto al tiempo y el porcentaje de la corriente en un potencial de 80mV; antes, durante y después de
agregar las fracciones de los minutos 5 al 15 (A), 15-30 (B), 30 al 45 (C) y 45 al 60 (D), del veneno
total de C. californicus. ND-96: condicién inicial de la corriente, Minuto: representa la fraccion del
veneno, Lavado: representa la perfusién con medio para retirar rastros de la fraccién previamente
agregada.
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En la (Tabla VI), se presenta un resumen de la actividad bloqueadora para cada
fraccion, la concentracion que se utilizd y el porcentaje de disminucién de la corriente

para dicha concentracion.

Tabla VI. Resumen del efecto de las fracciones del veneno total de Conus californicus obtenidas
mediante HPLC y colectadas cada 15 minutos sobre el canal Hslo.

Fraccion Actividad | Concentracion | % de disminucion
(minutos) | Bloqueadora (uM) de la corriente
5-15 NO 25 4.8
15-30 SI 25 13.1
30-45 SI 75 30
45-60 SI 37.5 9

V.6.2 Efecto de las fracciones del veneno de C. californicus colectadas cada 5
minutos

Debido a que los minutos 15-30, 30-45 y 45-60 tuvieron actividad bloqueadora sobre
el canal Hslo, se procedi6 a probar el efecto de estos mismos minutos pero en
fracciones colectadas cada 5 minutos, para determinar con mayor precision cuales son

las fracciones que presentan la actividad bloqueadora y en qué minutos se localizan.

Como se evaluaron un nimero grande de fracciones, s6lo se muestran las graficas de
aquellas que presentaron actividad bloqueadora, el resto de los resultados se

encuentran resumidos en la (Tabla VII).

En la (Figura 41 A) se puede observar el efecto que tiene la fraccién que contiene los

minutos 20 al 25 sobre el canal Hslo. Al agregarse a la cdmara de perfusion la
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fraccion con los minutos 20-25 (a una concentracion de 37.66 uM), la corriente de
Hslo, disminuye cerca de un 20%, y al ser retirada la fraccion mediante perfusion se
observa que la corriente se recupera en un 96% (B), en el reporte obtenido por el
HPLC, se detectaron 8 subfracciones a 230nm, por lo que cualquiera de éstas podria

ser la responsable de la actividad bloqueadora (C).
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Figura 41. Efecto de las fracciones del veneno total de C. californicus obtenidas por HPLC y
colectadas en los minutos 20 al 25 sobre el canal Hslo. En este figura se presentan en (A) los
registros electrofisioldgicos de las corrientes respecto al tiempo y (B) el porcentaje de la corriente en
un potencial de 80mV; antes, durante y después de agregar la fraccién que contiene los minutos 20-25
a una concentracién de 37.66 uM. En (C) se presentan el cromatograma correspondiente a los minutos
20-25 y las 8 subfracciones detectadas a 230nm por el HPLC. ND-96: condicién inicial de la
corriente, Minuto: representa la fraccion del veneno, Lavado: representa la perfusién con medio para
retirar rastros de la fraccion previamente agregada.
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Mientras que en la (Figura 42 A), se muestran los registros electrofisiolégicos
respecto del tiempo, cuando se agregaron 46 uM de la fraccién con los minutos 45-50
del veneno total de conus. En (B), se presenta que ésta fraccion es capaz de disminuir
la corriente del canal Hslo en un 12% debido a su actividad bloqueadora, sin embargo
cuando la fraccién es retirada de la cdmara de perfusion la corriente se recupera en un
102% respecto de la corriente inicial. De acuerdo con el aislamiento de esta fraccion
de los minutos 45-50 por el HPLC, se observa en (C), el cromatograma
correspondiente a estos minutos, en donde se reporta la existencia de 8 subfracciones

que probablemente estén actuando como bloqueadores del canal Hslo.



Corriente {uf)

5 -

20 30 40

Tiempo (ms)

= ND-96

— NMinuto
45-50
Lavado

I de comiente

120

100
80

60

40
20

121

§ Subfracciones reportadas
1

ND-96

Minutos 45-50

Pulso a 80mVv

Lavado

Figura 42. Efecto de las fracciones del veneno total de C. californicus obtenidas por HPLC y
colectadas en los minutos 45-50 sobre el canal Hslo. En este figura se presentan en (A) los registros
electrofisioldgicos de las corrientes respecto al tiempo y (B) el porcentaje de la corriente en un
potencial de 80mV; antes, durante y después de agregar la fraccién que contiene los minutos 20-25, a
una concentracién de 46 pM. En (C) se presentan el cromatograma correspondiente a los minutos 45-
50 y las 8 subfracciones detectadas a 230nm por el HPLC. ND-96: condicién inicial de la corriente,
Minuto: representa la fraccion del veneno, Lavado: representa la perfusién con medio para retirar
rastros de la fraccién previamente agregada.
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Tabla VII. Resumen del efecto de las fracciones del veneno total de Conus californicus obtenidas
por HPLC y colectadas cada 5 minutos sobre el canal Hslo

Fraccion | Actividad | Concentracion | % de disminucion
(minutos) | Bloqueadora (M) de la corriente

15-20 NO 9.7 0

20-25 SI 37.66 20

25-30 NO 25 0

30-35 NO 50 0

35-40 NO 25 0

40-45 NO 9.12 0

45-50 SI 46 12

50-55 NO 1.2 0

55-60 NO 1.2 0

Con los resultados obtenidos hasta este momento es posible determinar que las

fracciones bloqueadoras de las corrientes del canal Shaker IR y Hslo, se encuentran
en los venenos de los organismos colectados en Agosto y Noviembre del 2004, y que

el veneno del mes de Julio, carece de cualquier actividad sobre ambos canales.

Hasta ahora, se sabe que los minutos 20 al 25 y 45 al 50, presentan actividad
bloqueadora que disminuye las corrientes del canal Hslo, sin embargo debido a las
grandes concentraciones que fueron utilizadas para los experimentos (37 pM para el
caso de los minutos 20-25 y 46 uM para los minutos 45-50), no fue posible
determinar cudles eran los minutos individuales responsables del bloqueo, pues las
fracciones correspondientes a cada uno de los minutos individuales, no tenian éstas

concentraciones.
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Por lo tanto de acuerdo con el reporte del HPLC se sabe que en los minutos 20-25
existen 8 subfracciones que en conjunto disminuyen la corriente del canal Hslo en un
20% en concentraciones cercanas a los 38 pM; mientras que para los minutos 45 al 50
fueron detectadas a 230 nm, 8 subfracciones que actudn en grupo como bloqueadores
del canal Hslo disminuyendo la corriente del mismo en un 12% cuando se agregan 46
uM de estos minutos, sin embargo pese a que la concentracion de las fracciones del
veneno sélo nos permitieron evaluar el efecto de las fracciones colectadas cada 5

minutos, éste es significativo y notorio para las dos que resultaron positivas.

V.7 Obtencion de la Biblioteca de ADNc de las Conotoxinas del Veneno de C.
californicus.
Se obtuvo una biblioteca de ADNc de las conotoxinas presentes en los ductos

venenosos de 10 organismos de la especie C. californicus, colectados en el mes de

Abril del 2004.

A partir de los ductos venenosos se aisl6 ARN total con el cual se realiz6 una
reaccion de RT-PCR, el producto se cloné en el vector pBR322. La ligacién se
electroporé a células electrocompetentes para obtener una biblioteca de ADNc. Las
clonas que se obtuvieron se analizaron mediante un PCR de colonia para definir
cudles eran las clonas positivas, los productos del PCR se secuenciaron y se

obtuvieron los siguientes resultados presentados en la (Tabla VIII).
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Tabla VIII. Secuencias de algunas conotoxinas presentes en la biblioteca de

ADNc
Toxina Secuencia de aminoacidos Tipo de
toxina
Cl6.1 | GCKSKGSFCWNGIECCGGNCFFACTY o
Cle6.2 NCIPKNHFCGLLHHSRNCCTPTCLIVCF o
Cle.3 DGEEFPCAGTMADCRGLADNSVCCDTGKCIGEVCYY o
Cl64 | DCKTKGSVCFASSECCIQDCWFVCLY )
Cl6.5 | GCKTKGTWCWASRECCLKDCLFVCVY 5
Cle6.6 DDKSNCPISHPNYCSFTPVCCKHECLSNNKCSSSEFIPGQ Y
Cl6.7 | CLAGSARCEFHKPSSCCSGHCIFWWCA 5
Cl6.8 | ECSESGEWCGLDPALCCGSSCFFTCN S
Cl6.9 | YCSDSGGWCGLDPELCCNSSCFVLCG )
Cl6.10 | GLSRPSKGCIGGGDPCEFHRGYTCCSEHCIIWVCA 5
Cl6.11 | CLAGSARCEFHRPSTCCSGHCIFWWCA )
Cl6.12 | CIPDHHGCGLLHHSRYCCNGTCFFVCIP 5
Cl6.13 | YCVPKSGLCTIFQPGKCCSGWCLIYRCT 5
Cl6.14 | GCKSKGSFCWNGIECCGGNCFFACVY o
Cl13.1 | GDCPPWCVGARCRAEKC Z
Cl13.2 | DCPPWCPTSHCNAGTC Z
Cl13.3 | GDCPPWCVGARCRAGKC Z
Cl13.4 | QCPPWCSGEPCRKGTC Z
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Tabla VIII Continuacion

Cl113.5 | ECPPWCPTSHCNAGTC Z
Cl13.6 | ECPPRCPTSHCNAGTC Z
C18.1 | SDPQACEPTISGGEMICRDEVCASTGCNCGYNIAKAHCYCACP I
Cl11.1 | FNENLSELNSACDDAWETCAWSRTCCSRNCCRGICVSRYYECP I
Cll.1 | DWNWGRCCFLSGCFECW -Moip
CIX.1 | DVCDSLVDGRCIHNGCFCEESKPNGNCCDTGGCVWWWCPGT 9
KWD
CIX.2 | DVCDSLVGGNCIHNGCWCDQEAPHGNCCDTDGCTAAWWCPG 9
TKWD

CIX.3 | GVCSTPEGSCVHNGCICQNAPCCHPSGCNWANVCPGYLWDKN 9
CIX.4 | GVCSTPEGSCVHNGCICQNAPCCHASGCNWANVCPGFLWDKN 9
Cal21 | QGQSQFGEQCTGHLDCFGDLCCFDGYCIMTSWIWPCNW o
Cal25 | DCGPWCWGQNKCCPDESCRSLHESCT o
Cal32 | CLAGSARCEFHRPSTCCSGHCIFWWCA o
Cal83 | GWWGPPSNCWVCTGFNKCCEHESHCMTFPTQYNRECK 0
CF08 | GCPAECPDTCSSSGSCAPDFIG 9
CF44 | GCVANCQANQTGIDCIKYCGIGIGRRDITQQ 9
Call2 | DCGRCGLGQICDAGACRPSTMM 9
Cal26 | HVTCFYVKFGCKHTECITTIVFCWQTASDISSV 9
Cal64 | CFGRGGLCTWFDPSVCCSGIRTFVDYW 9
Cal91 | ACECDRSTHFCCGDLNDD ?
Cal27 | CCRQGPVCFIPLNEWPCSRM 9
CF24 | CTTMNCLKGHCGCSPDCGSC 9
CF26 | FPCNAGNCACLPLDSYSYTCQSPTSSTANCEGNECRSEADW 9
Cald6 | FPCNPGGCACRPLDSYSYTCQSPSSSTANCEGNECVSEADW 9
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Tabla VIII Continuacion

CF83 | TFPCSSGLCACLPLDSYSYICLSPSSSTANCENDECISEDDW

CF34 | DAPYCSQEEVRECHDDCSGNPVRDACQCAYDPAGSPACDCYC
VEPWRR

Cal0l | ADCSSLPNTMASCEPDELCAVQEYGETQCTKQCICQGGKTCSE
AIKIITANGGTHRYFSCESLGNGTEFTAAVSLTGCGSGDYRKVNH
KCRSYGLSGGVPYCTS

Cal65 | TCDYHDIRVQYPDGRVLSGDYCYCPHRSLQVALQVSKGCGA
YRQYLEVIVCDSLVGVGCKFSLVARYDPSNGEKDPGMWCRCS
TYSFFGNSRRWKIQCGSPC

En total se obtuvieron 46 secuencias diferentes, de 19 de ellas, se desconoce la
familia a la cual pertenecen. La gran mayoria de las conotoxinas que han sido
asignadas a algunas familias pertenecen a las d-conotoxinas, que actdan retardando la
inactivacion de los canales de sodio dependientes de voltaje, seguidas de 4 secuencias
que pertenecen a la superfamilia O, que pueden ser de tipo ®, K, & 6 pO-conotoxinas,
que actdan sobre canales de calcio, potasio y sodio (retardando la inactivacion o
bloqueédndolos) respectivamente. Las conotoxinas menos abundantes estdn
representadas por las que pertenecen a la superfamilia I, de las cuales se sabe que
bloquean canales de potasio dependientes de voltaje y las conotoxinas de tipo ® que

bloquean canales de calcio dependientes de voltaje.
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VL. DISCUSION

A pesar de que los canales i6nicos de potasio constituyen la familia méds grande de
este tipo de proteinas, y que sus disfunciones y mutaciones han sido asociadas a
procesos fisioldgicos y patolégicos importantes (Lehmann y Jurkat, 1999), sélo se

han aislado 5 conotoxinas que bloquean este tipo de canales.

Basandonos en estas evidencias, se decidié realizar este trabajo con el propdsito de
determinar si en el veneno del caracol marino Conus californicus, existian toxinas
que actuaran sobre los canales i6nicos de potasio. Para cumplir con este objetivo se
fracciond el veneno de acuerdo a su tiempo de retencién mediante HPLC en fase
reversa. El efecto de las fracciones se evalud electrofisiologicamente en dos canales
de potasio: Shaker IR y Hslo, utilizando la técnica de fijaciéon de voltaje por dos

electrodos (Two Electrode Voltage Clamp, TEV).

Para evaluar el efecto de las fracciones del veneno sobre los canales fue necesario
conocer la concentraciéon de cada una, sin embargo, se desconocia el peso molecular
de las xk-conotoxinas (x-cTx) de C. californicus; éste se calcul6 mediante una
estimacion tedrica del nimero de aminodcidos promedio presentes en todas las k-cTx
reportadas hasta la fecha (Jacobsen et al., 2000; MclIntosh et al., 1999; Terlau, et al.,
1996). Se consider6 que en promedio existen 29 aminodcidos en estas toxinas y por

lo tanto el peso promedio estimado fue de 3190 g/mol. Para conocer la cantidad en
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masa de cada fraccion, se tomaron en cuenta los datos generados por el reporte del

HPLC para cada componente detectado a 230 nm.

En este trabajo se obtuvieron 3 fracciones bien identificadas de minutos individuales
que bloquean el canal Shaker y 2 fracciones para el canal Hslo. Su naturaleza podria
ser peptidica ya que absorben a 230 nm, aunque evidentemente se requiere la
secuencia de aminodcidos que las compone para asegurar lo anterior. Los reportes
sugieren que las k-cTx son componentes minoritarios en el veneno de los conus, ya

que de las més de 250 conotoxinas reportadas s6lo 2% son k-cTx.

V1.1 Variabilidad en los Componentes del Veneno de Conus californicus

El encontrar tres fracciones activas sobre el canal Shaker nos sugiere que en el
veneno de Conus californicus, la presencia de k-cTx es mds abundante que en el de
otras especies. Probablemente esto se deba a que ostentan habitos muy distintos del
resto, pues son diurnos, viven en zonas frias y sobre todo, tienen una dieta variada
(peces, gusanos especialmente poliquetos y moluscos). Esta variabilidad en la
ingesta, puede generar un repertorio mas amplio de toxinas capaces de paralizar a
cualquiera de sus presas, por el contrario, aquellos conus con una alimentacién
restringida, pudiesen tener un reservorio de toxinas menos variadas pero mas potentes

que les aseguren la caza de presas particulares.
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Por otro lado, las fracciones del veneno que tuvieron actividad bloqueadora sobre
ambos canales, provienen de organismos que fueron colectados en los meses de
Agosto y Noviembre del 2004, pero al evaluar el veneno que provenia de organismos
colectados en el mes de Julio de ese mismo afio, éste carecia de alguna actividad tanto

bloqueadora como activadora de los canales Shaker y Hslo.

La diferencia en la actividad del veneno sobre ambos canales puede deberse a que la
composicion del veneno puede cambiar de acuerdo a la temporada en que se colecten
los organismos. Este pardmetro podria estar relacionado con otros aspectos, como el
estadio de los organismos que son colectados, el sexo, la temporada de reproduccién
(aunado a factores fisicos externos como la temperatura del agua) y el tipo de
alimento que hubieran ingerido antes de su colecta, el cual estd estrechamente
relacionado con las presas que estén disponibles en esa temporada del afio. Todos
estos pardmetros en conjunto podrian influir en el cambio de los componentes del
veneno y por consiguiente en la variacion de la actividad bloqueadora, aunque estas
variaciones no han sido reportadas todavia, este comportamiento se ha observado

también en C. purpurascens (Nelson, 2004).

Hasta este momento s6lo nos es posible establecer que el veneno de los caracoles de
la especie Conus californicus cambia en relacion a la temporada en la cual se colectan
los organismos, esta informacion es muy importante pues no debe pasarse por alto
que al realizar ensayos de bioactividad deberian de ser evaluados al menos dos

venenos provenientes de organismos colectados en temporadas distintas. La
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implicacion de esta informacién, hace que la cantidad del veneno que se obtiene de
una colecta sea valiosa aunque también puede ser una limitante, pues ocasiones la
cantidad con la que se dispone no es suficiente para realizar los ensayos de
bioactividad. Esto nos impuls6 a generar una biblioteca de ADNc de las conotoxinas
presentes en el veneno de Conus californicus, con el propdsito de expresalas de
manera ilimitada, los resultados relacionados con este punto se discutirdn mas

adelante.

V1.2 Pruebas en el Canal de Potasio Shaker IR

Para el caso del canal Shaker IR se detecté que en el veneno de C. californicus
existen tres fracciones con actividad bloqueadora, que eluyen en los minutos 5, 28 y
44. Para el minuto 5, la corriente del canal disminuye en un 37.1%, después de retirar
la fraccion mediante perfusion con medio la corriente final se recupera en un 100%;
esto nos sugiere que la disociacién del complejo fraccion-canal es completa y se
facilita por la perfusion con medio. Sin embargo, mediante HPLC no se detectd
ninguna fraccién en el minuto 5, pero si una en el minuto 4.46 que termina de eluir en
los primeros segundos del minuto 5, por lo que es probable que esta fraccion sea la

responsable de la actividad bloqueadora sobre el canal Shaker IR.

Al agregar la fraccién contenida en el minuto 28, la corriente del canal Shaker
disminuye un 55%, a pesar de que se realizaron varios lavados por un lapso total de

18 minutos, la disociacién del complejo fraccion-canal no fue completa, pues la
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corriente final s6lo se recuper6 en un 50%, esto puede sugerir que el componente del
minuto 28 tiene una afinidad grande por el canal, ya que sélo la mitad de la fraccion
es capaz de disociarse. En el reporte generado por el HPLC, se detecté a 230 nm una
sola fracciéon que eluye en este minuto, por lo que con certeza es la fraccién

bloqueadora del canal.

Para el minuto 44 se detectaron por HPLC dos fracciones que eluyen en los minutos
44.445 y 44.812; y que en una concentracion final en la cdmara de perfusion de 13
uM disminuyen la corriente del canal en un 44%, después de varios lavados, la
corriente se recupera en un 80% respecto de la lectura inicial, lo cual sugiere que la
disociacién del complejo fraccion-canal se favorece por la perfusion con medio,
aunque aparentemente su disociacion no es total. Sin embargo, se requieren de otros
experimentos para dar validez a esta premisa, ademds de que atin no es posible
determinar cual de los dos componentes es el responsable de la actividad
bloqueadora, para lograrlo, se requiere re-purificar ambas fracciones en cantidad

suficiente para evaluar algun tipo de efecto bloqueador sobre el canal Shaker.

V1.3 Pruebas en el Canal de Potasio Modulado por Calcio Hslo

Al evaluar el efecto del veneno sobre el canal Hslo, s6lo fue posible determinar que
las fracciones contenidas en los minutos 20-25 y 45-50 existia actividad bloqueadora.
Utilizando la fraccion que contiene los minutos 20-25 a una concentracion final de 38

UM, es capaz de disminuir la corriente del canal Hslo en un 20%, mientras que al
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retirarla por perfusion, la corriente se recuperd en un 96% respecto de la inicial. Por
otro lado, los minutos 45-50 del veneno de conus, disminuyeron la corriente en un
12% (en concentraciones de 46 uM). Sin embargo, la cantidad de material obtenido
en las fracciones colectadas cada minuto no fue suficiente (<1 uM) y por lo tanto, no

se registro ninguna actividad.

Por otro lado, al evaluar las fracciones con actividad, fue notorio que para el canal
Shaker las concentraciones finales utilizadas siempre fueron menores que para Hslo:
la concentracion final para el canal Shaker fue de 13 uM y para Hslo fue de 46 pM.
Aparentemente ambas concentraciones pueden parecer elevadas, sin embargo, en
estudios realizados con k-cTx sintéticas en donde se evaltio la actividad sobre el canal
Shaker, la concentracién media inhibitoria va desde los 70 nM para la k-PVIIA, hasta
1.21 uM para la kM-RIIK (Ferber et al., 2003; Terlau et al., 1996), en ambos
reportes utilizan toxinas sintéticas, en donde la gran mayoria de éstas se encuentran
como péptidos puros. Considerando que en el presente trabajo se manejaron
fracciones obtenidas por HPLC, de ninguna manera se puede comparar la pureza que
brinda la sintesis o la expresién heteréloga de una sola proteina, pues los extractos
totales contienen no solo la fraccion de interés, si no una mezcla de diferentes
componentes que pueden afectar la unién de la fraccién al canal debido a fuerzas
electrostdticas, impedimento estérico o efectos antagoénicos. El utilizar
concentraciones elevadas de las toxinas sintéticas para evaluar el efecto en los canales

de potasio, nos indica que las k-cTx tienen una afinidad menor que muchas de las
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toxinas de alacrdn, que se utilizan en 6rdenes nanomolares para caracterizar este tipo

de canales (Chandy et al., 2001, 2004; Sands et al., 1989).

Ademds no existen referencias en las cuales se evalde el efecto de fracciones del
extracto total de veneno de conus con las que podamos comparar si las
concentraciones utilizadas en este trabajo fueron adecuadas, porque tnicamente hay

reportes de los efectos de las conotoxinas sintéticas.

Por lo tanto, los resultados obtenidos para el canal Hslo no deberian subestimarse,
pues es probable que al evaluar el efecto de las fracciones de los minutos
individuales, no sea necesario utilizar concentraciones tan elevadas, ya que el
componente que actia como bloqueador se encontraria en mayor cantidad; sin
embargo una de las limitantes para continuar con esta evaluacién, fue que las
fracciones de los minutos individuales tenian concentraciones menores a 1 uM y al

evaluar su actividad no se observé ningtn efecto.

Gracias al enorme conocimiento de la estructura molecular, diversidad y funcién de
los canales i6nicos de potasio, ha sido posible asociar un nimero mayor de
mutaciones genéticas en estos canales a diversas enfermedades, como las asociadas al
riidén, pdncreas, cdncer, ataxia, miocimia, epilepsia e isquemia cardiaca, estas
patologias también pueden tener su origen en alteraciones funcionales y regulatorias
de estos canales. Por ejemplo, algunos estudios han relacionado al gen de la ataxia

episddica 1 (AEI) al cromosoma 12p, donde esté el gen que codifica para el canal de
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potasio Kvl.1, éste pertenece a la misma familia que el canal Shaker (Bretschneider
et al., 1999; Litt et al. [ 1994). Las familias de individuos que presentan la AE1 tienen
mutaciones sin sentido en el gen KCNAI, éstas alteran la funcion del canal, haciendo
que se reduzca la expresion del mismo, se alteren las propiedades de apertura
recorriendo el umbral de 10 a 40mV en direccién despolarinzante (positiva) o bien se
incremente su desactivacion o la velocidad de inactivacién de tipo C (Adelman et al.,

1995; Boland et al., 1999; Jager et al., 1998; Shieh et al., 2000).

Por lo visto la gran familia de canales i6nicos de potasio no sélo estd involucrada en
una amplia gama de procesos fisiolégicos, si no en patologias de relevancia actual.
Por ello el uso de bloqueadores especificos para estos canales estd asociada al
tratamiento y en algunos casos a la reversion de ciertas enfermedades (Chandy et al.,
2004; Shieh et al., 2000). Se han utilizado bloqueadores de los canales de potasio
para pacientes con anemia, pues bloquean los canales que son responsables de
controlar el volumen y la pérdida de agua y cloro de los eritrocitos evitando que éstos
se deshidraten y deformen (Lewis y Garcia. 2003). En la encefalomielitis
autoinmune existe una elevada expresion de canales de potasio Kv1.3, el uso de
toxinas bloqueadoras de éste canal como la toxina ShK aislada de una anémona,
revierte los sintomas de la enfermedad, sugiriendo un posible papel de estos
bloqueadores como inmunosupresores (Lewis y Garcia, 2003; Wanner et al., 1999).
En este sentido los bloqueadores de los canales de potasio Kv1.3 han demostrado ser
inmunosupresores potenciales, como en el caso de la Margatoxina, asilada del alacrdn

Centruroides margariatus, misma que bloquea los canales Kvl.1, 1.2, y 1.3, su
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utilizacion en ensayos in vitro ocasiona que la proliferacion de los linfocitos T se
inhiba debido al bloqueo de los canales Kv1.3, lo que también ha permitido
establecer el papel de este canal en la activacién y proliferaciéon de linfocitos T

(Cahalan y Chandy, 1997; Chandy et al., 2004; Koo et al., 1997; Shieh et al., 2000).

Los canales de la familia Kv1, pertenecen a la misma familia que el canal Shaker el
cual fue el primer canal de potasio en ser clonado y del que se conoce con mayor
detalle su estructura, muchos experimentos se realizan en este canal modelo y se
extrapola su aplicacion en los canales homdlogos de la familia Kv1 (Chandy et al.,
2004; Jager et al., 1998). Por esta razén, las 3 fracciones obtenidas en este trabajo
pueden ser candidatas potenciales para utilizarse como inmunosupresores Yy
bloqueadores de otros canales de potasio de la familia Kv, que estén involucrados en

patologias como la ataxia, miocimia y cancer.

En este sentido, algunos compuestos quimicos han sido utilizados como bloqueadores
de canales i6nicos de potasio para el tratamiento de enfermedades, un ejemplo es la
4-aminopiridina que se utiliza en pacientes con arterioesclerosis multiple mejorando
las funciones motoras y sensitivas de los pacientes, en el tratamiento de la diabetes
tipo 2 se utilizan las sulfonil ureas que bloquean los canales de potasio dependientes
de ATP en las células B del pancreas, la doferilida (Ticosyn, Pfizer) se utiliza para el
tratamiento de pacientes con fibrilacion atrial, ademds algunos bloqueadores se

utilizan como activadores del aprendizaje y la memoria, muchos actian en los canales
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de potasio KCNQ, por el momento estos resultados se obtienen s6lo de modelos

bioldgicos en ratones (Lewis y Garcia, 2003; Shieh et al., 2000).

Por otro lado, la presencia de canales idnicos de potasio se ha relacionado con el ciclo
celular, apoptosis y oncogénesis (Pardo et al., 1999; Yu et al., 1999,). En el proceso
de muerte celular programada, se lleva a cabo una degradacién de macromoléculas
mediante diversas enzimas como nucleasas y caspasas, ambas dependen de algunos
canales i6nicos de potasio para su funcionamiento (Bortner ef al., 1997; Hughes y
Cidiowski, 1999). Se ha demostrado que la inhibicién del canal Kv1.3 induce
apoptosis a partir de Fas (Szabo et al., 1996); y en Drosophila, la expresion de los
genes reaper, grim o hid, provoca apoptosis dependiente de caspasas, el bloqueo del
canal Shaker con los péptidos codificados por estos genes induce a que las células

inicien con el proceso de apoptosis (Avdovin et al., 1998; Shieh et al., 2000).

También ha sido posible determinar que algunos canales de potasio aislados de
Drosophila, en base al fenotipo de movimientos involuntarios anormales de las patas
de las moscas bajo la influencia de éter como anestésico, conocidos como canales
ether-a-go-go (EAG) y su contraparte en humanos el hERG, tienen un papel
relevante no solo en la expresion durante el desarrollo neuronal sino en los procesos
oncogénicos, la inhibicion de estos canales ocasiona que se reduzca la proliferacion
celular (Pardo er al., 1999) como con el péptido aislado del alacrdn Centruroides
noxius Hoffman, el cual inhibe especificamente los canales EAG de diferentes

especies y tejidos. Estos resultados abren la posibilidad de utilizar toxinas de origen
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animal para ser utilizadas como bloqueadores de los canales EAG y hERG (Arcangeli
et al., 1997; Bianchi et al., 1998; Gurrola et al., 1999; Pardo et al., 1999, Shieh et al.,
2000). Dado que nosotros hemos obtenido fracciones que se unen al canal Shaker, y
puesto que éste proviene del mismo organismo que el EAG, las fracciones con
actividad podrian ser consideradas candidatas para su evaluacién como posibles
bloqueadoras de canales i6nicos de potasio en lineas celulares y modelos animales de

distintos tipos de cdncer

Algunos canales i6nicos de potasio estdn involucrados en el ciclo celular, por
ejemplo, los canales de potasio dependientes de ATP (Klimatcheva y Wonderlin,
1999). La activacién de canales Maxi K, esta relacionada con el incremento en la
actividad del ciclo celular en células tumorales, algunos estudios han reportado el uso
de bloqueadores del canal Maxi K como la Iberiotoxina para inhibir la expansion de
los gliomas (Bordey et al., 2000; Ransom et al.,2001), en este sentido, es importante
determinar cuales son las fracciones de los minutos 20-25 y 45-50 del veneno de
Conus californicus que ocasionan un bloqueo en el canal Hslo (Maxi K), ya que
podrian ser probadas como inhibidores potenciales de la proliferacion celular en

lineas celulares de cancer.

V1.4 Generacion de una Biblioteca de ADNc de las Conotoxinas de Conus
californicus

La obtencion de la biblioteca de ADNc de las conotoxinas de este caracol, nos

permitird comparar la secuencia de las fracciones con actividad bloqueadora
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obtenidas en este trabajo, contra las secuencias de las clonas de la biblioteca. Una
vez comparadas, puede ser posible clonarlas en un sistema de expresion heter6logo
adecuado y obtenerlas en cantidades suficientes para los bioensayos, sin embargo, el
alto nimero de modificaciones post-traduccionales y la rareza de las mismas, hacen
que la bisqueda de vectores sea mucho mds limitada, a pesar de ello es una opcién

que actualmente se estd evaluando.

Como se presentd en la (Tabla VIII), la mayoria de las conotoxinas hasta ahora
secuenciadas apartir de la biblioteca pertenecen a las d-conotoxinas que se unen a
canales de sodio dependientes del voltaje retardando su inactivacion, seguidas de las
toxinas que pertenecen a la superfamilia O, la cual contiene a cuatro tipos de
conotoxinas las o, k, pO y 9§, que bloquean canales de calcio, potasio y sodio (en el
caso de las 6’conotoxinas, retardan la inactivacion de los canales); sin embargo atin
no se ha definido con exactitud la familia a la cual pertenecen. Las conotoxinas
menos abundantes son las ®, que bloquean canales de calcio y las que pertenecen a la

superfamilia I, que bloquean canales de potasio dependientes de voltaje.

De las secuencias obtenidas de la biblioteca, s6lo una pertenece a la Superfamilia I.
Los miembros reportados que pertenecen a esta superfamilia son las conotoxinas
ViTx y k-BtX; se sabe que la primera fue aislada de Conus virgo, consta de 35
aminodcidos y 4 enlaces disulfuro e inhibe especificamente los canales de potasio de
tipo Kvl1.1 de rata (Kauferstein ef al., 2003). La conotoxina k-BtX, se aislé de Conus

betulinus, consta de 31 aminodcidos y 4 enlaces disulfuro, actia como un modulador
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positivo especifico de los canales de K* activados por Ca®* en células adrenales
cromoafines de rata (Fan et al., 2003; Harvey, 1997; Jiménez et al., 2003; Terlau y

Olivera, 2003).

La secuencia de la conotoxina de C. californicus, que pertenece a la superfamilia |
(C111.1), es la siguiente:

FNENLSELNSACDDAWETCAWSRTCCSRNCCRGICVSRYYECP, como se
observa, consta de 43 aminodcidos y 8 residuos de cisteinas que podrian formar 4
enlaces disulfuro; el patrén del arreglo de las cisteinas concuerda con las secuencias

previamente reportadas para la superfamilia I (Jiménez et al., 2003).

Se sabe que las toxinas que se unen a canales i6nicos de potasio contienen entre 20 a
60 aminodcidos y forman de 2 a 4 enlaces disulfuro, a pesar de su plegamiento tienen
en comun determinantes moleculares como la diada funcional de aminoacidos, que
contribuye a la eficiencia en la unién de la toxina con el canal (Jouirou et al., 2004;
Mouhat et al., 2004; Rodriguez de la Vega y Possani, 2004). La diada, contiene una
lisina y un residuo aromético (tirosina o fenilalanina) o alifatico (leucina) separados
entre si por ~7 amstrongs (Jouirou et al., 2004; Mouhat et al., 2004). Si se analiza la
secuencia de la conotoxina Cl 11.1, se puede notar que carece de la lisina, la cual es
uno de los residuos clave para la formacion de la diada funcional, sin embargo,
contiene los aminodcidos tirosina, fenilalanina y leucina, que también conforman este
determinante molecular, sin embargo se ha reportado que la toxina Pi7 del alacran

Pandius imperator, contiene una diada funcional en la cual la lisina es sustituida por
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un residuo de arginina (Delepierre et al., 1999), y si se analiza la secuencia de la clona
Cl 11.1, se notard que contiene 4 residuos de arginina, por lo tanto no seria
sorprendente que éstos pudieran formar parte de la diada funcional de aminoécidos.
Sin embargo, es necesario conocer la estructura tridimensional de la conotoxina Cl

11.1 para asegurar la premisa anterior.

Sin embargo si la conotoxina Cl 11.1, careciera de uno de los aminodcidos clave para
la formacién de la diada funcional, existen reportes de que la conotoxina kKM-RIIIK
(de Conus radiatus) tampoco contiene la diada funcional. A pesar de esto, la
conotoxina kKM-RIIIK se une al canal Kv1.2 en su estado cerrado, con una ICsy de
300 nM, también bloquea los canales Shaker con una ICsy de 1.21 uM y el TShal de
trucha con una ICsy de ~20 nM (para el estado cerrado) (Ferber et al., 2003, 2004).
Lo cual nos indica que aunque este determinante molecular constituye uno de los
componentes importantes para la unién de las toxinas que se unen a canales de
potasio, no es indispensable para ello; lo que implica que si la conotoxina CI 11.1,
careciera de la diada funcional, podria ser capaz de unirse a los canales de potasio

cerrados.

Serfa importante, determinar el tipo de canal de potasio sobre el que actia la
conotoxina Cl 11.1, y establecer mediante mutaciones sitio-dirigidas los posibles
aminodcidos claves para la unidn, ésto nos podrian aclarar la importancia de la diada
de aminodcidos para este mecanismo. También es relevante definir la familia a la que

pertenecen las conotoxinas de la Superfamilia O (Clonas Cal 21, 25, 32 y 83),
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presentes en el veneno de C. californicus, ya que como se ha docuemntado pueden

ser toxinas que bloqueen canales de potasio.

Por otro lado, la biblioteca de ADNc de las conotoxinas presentes en el veneno de C.
californicus, que obtuvimos, nos permite inferir los blancos moleculares a los cuales
se unen las toxinas de este caracol, evidentemente se requiere validar esta
informaciéon mediante ensayos electrofisiol6gicos, sin embargo, algunos
experimentos obtenidos en el laboratorio sefialan que existen varias fracciones del
veneno de C. californicus que bloquean los canales de sodio y calcio dependientes de
voltaje. Algunos experimentos del laboratorio, relacionan la actividad del veneno
total a procesos de retraccién del pie en caracoles de tierra Helix aspersa, otros
experimentos sugieren que el veneno puede estar asociado a efectos citotoxicos y de
proliferacion celular en lineas celulares de cancer de préstata (DU-145) y mama
(SKBR-3) (Vargas, 2005). Ademads, existen 25 secuencias de conotoxinas que no ha
sido posible determinar la familia a la cual pertenecen, pues probablemente estas
toxinas pueden pertenecer a una nueva familia de conotoxinas que no ha sido

reportada.

Los resultados de este trabajo se resumen en la obtencién de 3 fracciones
bloqueadoras del canal de potasio Shaker (minutos 5, 28 y 44) y 2 para el canal de
potasio modulado por calcio Hslo (minutos 20-25 y 45-50). Los agentes
bloqueadores del canal Shaker podrian utilizarse para determinar su capacidad de

bloquear otros canales de la familia Kv1 que estén implicados en las patologias que
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se describieron con anterioridad y ademds, puedan usarse en bioensayos con modelos
animales de alguna de estas patologias. En el caso de las fracciones que bloquean el
canal Hslo, es necesario conocer los minutos individuales que tienen un efecto
bloqueador para considerar utilizarlas en estudios que evalien su papel como agentes

citotoxicos en células cancerigenas.

El determinar la secuencia de aminodcidos de las fracciones obtenidas, permitird
definir si ambos componentes son de origen peptidico, la familia a la cual pertenecen
y realizando otro tipo de experimentos a futuro serd posible establecer el posible
patrén de enlaces disulfuro que las agrupe en alguna de las superfamilias conocidas
de conotoxinas o bien definir si constituyen una nueva familia hasta ahora no
reportada. Los resultados de este trabajo representan las primeras evidencias
electrofisioldgicas sobre la actividad del veneno de C. californicus en canales i6nicos
de potasio ademds, la obtencion de la biblioteca contribuye en la determinacién de la
identidad de los componentes del veneno de este caracol que hasta ahora se

desconocian.
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VII. CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir lo siguiente:

1.- El veneno de Conus californicus varia en relacion a la temporada del afio, esto
sugiere que la caracterizacion temporal de los componentes del veneno deber ser

prioritaria al realizar futuros estudios.

2.- Las 3 fracciones del veneno total de Conus -californicus que bloquean

parcialmente el canal Shaker IR estdn contenidas en los minutos 5, 28 y 44:

a) La del minuto 5 disminuye 37.1% la corriente del canal. La recuperacion de
la corriente en un 100% después de retirar la fraccion, sugiere que la
disociacion del complejo fraccion-canal es completa y que se facilita por la

perfusiéon con medio.

b) La del minuto 28 disminuye 55% la corriente del canal. A pesar de que se
realizaron varios lavados, la disociacion del complejo fraccién-canal no fue
completa, pues la corriente final sélo se recuperd en un 50% respecto de la
inicial. Esto sugiere que la fraccién tiene una afinidad grande por el canal

Shaker, pues s6lo la mitad es capaz de disociarse.
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¢) La del minuto 44 disminuye 44% la corriente del canal. La recuperacion en
un 80% después de varios lavados sugiere que la disociacion del complejo
fraccion-canal se favorece por la perfusion con medio, aunque aparentemente

su disociacion no es total.

3.- En el veneno del caracol marino Conus californicus existen 2 subfracciones
contenidas en los minutos 20-25 y 45-50, que disminuyen las corrientes del canal

Hslo, 20% y 12% respectivamente.

4.- A partir de la biblioteca de ADNCc, es posible determinar que en el veneno de C.
californicus:
a) Existe una toxina que pertenece a la Superfamilia I, la cual podria
actuar sobre canales de potasio.
b) Hay al menos 11 conotoxinas que pertenecen a la familia d, que
probablemente actia sobre canales de sodio.
c) Existe al menos una toxina que pertenece a la familia ®, la cual podria
bloquear los canales de calcio dependientes de voltaje.
d) Estdn presentes 4 conotoxinas que pertenecen a la Superfamilia O,

pero aun no se determina cudl es el blanco al que se unen.
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VIII. PERSPECTIVAS

Las perspectivas generadas a partir de los resultados de este trabajo son:

Obtener la secuencia de aminodcidos de las fracciones de los minutos 5, 28 y 44 que
bloquean al canal Shaker IR.

Comparar la secuencia de las fracciones bloqueadoras, con las toxinas de la biblioteca
para verificar si estdn contenidas en ella.

Expresar y purificar las conotoxinas obtenidas de la biblioteca de ADNc.

Evaluar el efecto de las conotoxinas recombinantes en el canal Shaker IR.

Realizar mutaciones sitio dirigidas en las conotoxinas bloqueadoras del canal Shaker
y evaluarlas electrofisiolégicamente para determinar los aminodcidos clave en la
union al canal.

Evaluar el efecto de las conotoxinas heterélogas en:

Canales de potasio de la familia Kv, implicados en algunas de las canalopatias

mencionadas en este trabajo.

Canales 16nicos de sodio y calcio.

En diferentes lineas celulares de cancer.

En modelos biolégicos para determinar si tienen alguna actividad in vivo.

Determinar cuédles son los factores que ocasionan la variabilidad en el veneno de C.
californicus, evaluando pardmetros como el sexo, alimentacién y temporada del

afio en que se colecten los organismos.
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X. APENDICE 1

Preparacion de Medios para Electrofisiologia:

MEDIO ND-96
COMPUESTO | CONCENTRACION CANTIDAD
FINAL mM EN GRAMOS PARA 1L
NaCl 100 5.845¢g
KCI 2 0.1491
CaCl, 1.8 0.2646
MgCl, 1 0.2033
HEPES 5 1.191
pH 7.0 con NaOH 1M
Con Gentamicina | 50ug/mL

MEDIO OR-2 LIBRE DE CALCIO

COMPUESTO | CONCENTRACION CANTIDAD
FINAL mM EN GRAMOS PARA 1L
NaCl 82.5 4.82
KClI 2 0.149
MgCl, 1 0.203
HEPES 5 1.1191
pH 7.0 con NaOH 1M
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SOLUCIONES PARA HPLC
SOLUCION COMPUESTO PORCENTAJE VYOLUMEN
FINAL ENLA REQUERIDO
SOLUCION PARA 500 mL DE
SOLUCION
A Acido trifluroacético 0.12 600 pL
H,O destilada 99.88 599.4 mL
B Acetonitrilo 0.1 500 pl
Acido trifluroacético 99.9 499.5 mL
MEDIO SUPER BROTH (SB)
COMPUESTO CANTIDAD
EN GRAMOS PARA 1L
Acido 3(N-Morfolino) Propano sulfénico 10
(MOPS)
Triptona 30
Extracto de Levadura 20

pH 7.0 con NaOH 1M
Esterilizar en autoclave por 20 minutos a 15 psi




