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RESUMEN de la tesis de Johanna Bernaldez Sarabia, presentada como requisito parcial
para la obtencién del grado de MAESTRO EN CIENCIAS con orientacién en
BIOTECNOLOGIA MARINA. Ensenada, Baja California, México. Febrero del 2008.

Caracterizacion Electrofisiologica de Toxinas Peptidicas del Caracol Marino Conus
californicus en Canales Iénicos de Calcio

Resumen aprobado por: :% =
Dr. [Al/e(/ j Orovish Licea Navarro
irector de Tesis

Los caracoles marinos Conus californicus son una especie endémica de California y Baja
California. De manera similar al resto del Género, C. californicus tiene un aparato
venenoso especializado, que contiene una gran variedad de péptidos conocidos como
conotoxinas. Se ha demostrado que estas conotoxinas son altamente selectivas a receptores
y canales ionicos en Sistema Nervioso Central y Periférico en mamiferos,

En los ultimos afios, algunas enfermedades como epilepsia, ataxia cerebral y migrafia, entre
otras, han sido asociadas al mal funcionamiento de canales de Ca** dependientes de voltaje.
Para comprender la fisiopatologia de estas enfermedades, las investigaciones se han
orientado preferentemente al estudio y desarrollo de nuevas moléculas moduladoras de
canales i0nicos como nuevas terapias farmacol6gicas.

En este trabajo, se determmo que en el veneno de Conus californicus existen toxinas que
bloquean canales de Ca>* dependientes de voltaje. El efecto de las fracciones obtenidas por
HPLC del veneno de estos organismos fue analizado electrofisiolégicamente en canales de
Ca®", empleando dos sistemas celulares. Primero, se realizé la transfeccién de ARNm de
cerebros de ratas en ovocitos de Xernopus laevis, v segundo, se realizé un cultivo de
neuronas ganglionares de la raiz dorsal de ratas. En el primer sistema, los resultados
demostraron que ¢l veneno de C. californicus contiene por lo menos una fraccidn,
colectada en los primeros 15 minutos, con efecto modulador sobre las corrientes de Ca’",
va que se disminuye en un 70%, seguido de una recuperacién parcial del 45%. Esta
fraccion fue re-purificada y se obtuvieron dos subfracciones que corresponden a los
minutos: 5-10 y 10-15. En este caso, la fraccién 10-15, disminuyé la corriente de Ca®* en
un 38% y mostrd una recuperacion de la corriente en un 82%. Posteriormente, el minuto 11
mostrd una disminucion de la corriente en un 66%, con una recuperacion de la corriente de
un 80%. Los resultados obtenidos al emplear el segundo modelo biologico mostraron ser
similares.

. . . + . ,
Palabras clave: Conus californicus, Conotoxinas, Canales de Ca**, Electrofisiologia,
Xenopus laevis, Neuronas ganglionares de la raiz dorsal.




Abstract of the thesis presented by Johanna Bernsldez Sarabia as a partial requirement
to obtain the MASTER OF SCIENCE degree with orientation in MARINE
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Electrophysiological Characterization of Peptidic Toxins of Marine Snail Conus
californicus in Calcium Ion Channels

Abstract approved by: y
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Thesis Director

The Marine snail Conus californicus is an endemic specie from California and Baja
California. Like all members of the conus Genus, C. californicus has a specialized venom
apparatus, which contains a huge variety of small peptides called conotoxins. Some
individual peptides are selectively targeted to specific receptor or ion channel isoforms,
including voltage-dependent channel subtypes from mammalian Central and Peripheral
Nervious Systems, A number of disorders have been associated with malfunction of
voltage-dependent calcium channels, for example epilepsy, cerebellar ataxia, and migraine.
Thus, calcium channels are crucial targets for pharmacological agents and discovery of
novel drugs are subject of continuous research.

In the present study, we determinated that in the venom of Conus californicus there are
toxins that blocks voltage-sensitive calcium channels. We purified different fractions of the
venom of Conus californicus by HPLC. The fractionated venom was tested
electrophysiologically on Ca®* channels employing two celullar systems. The first one, was
expressed in Xenopus laevis oocytes, using purified rat brain mRNA, and the second one,
was using adult rat dorsal root ganglion neurones. On the first biological model, results
demonstrated that the venom of C. californicus had at least one fraction coliected in the
first 15 minutes, which caused a significant decrease of Ca®* current (70%), that was
partially reverted after wash (45%). This fraction was purified, and 2 further fractions were
collected corresponding to: 5-10 and 10-15 min. In this case, fraction 10-15, was able to
decrease the Ca®" current to 38%, with a current recovery after wash of 82%. We also
analyze the individual minute 11 wich diminished the current of the Ca®* channels in 66%
with a current recovery of 80%. We observe similar results using the second biological
model.

Keywords: Conus californicus, Conotoxins, Calcium channels, Electrophysiology,
Xenopus laevis, Dorsal Root Ganglion Neurones
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1. INTRODUCCION

En los titimos afios, diversas enfermedades neuromusculares, cardiacas, ataxias, cancer,
alzheimer y epilepsias entre otras, han sido asociadas a disfunciones y mutaciones especificas
de canales i6nicos, conocidas como canalopatias (Herranz, 2002; Canzoniero, ef al., 2005;
Mori et al., 2004; Bidaud et al., 2006). Han sido muchos los esfuerzos por comprender la
fisiopatologia de estas enfermedades, por lo que en los ultimos afios el estudio de éstas
canalopatias se ha orientado preferentemente a la investigacion de nuevas moléculas
moduladoras de canales con la finalidad de entender la fisiopatologia de las distintas
enfermedades, asi como el desarrollo de posibles farmacos como nuevas terapias

farmacologicas.

Las toxinas de animales venenosos han resultado ser la mejor opcidn en el entendimiento de
las distintas canalopatias. A este respecto, se ha dado gran relevancia al estudio de los
componentes del veneno de organismos marinos como herramientas en el estudio y

caracterizacién de una amplia variedad de canales idnicos.

Se ha demostrado que los caracoles marinos del Género Conus presentan en sus venenos una
gran variedad de conotoxinas con capacidad moduladora sobre canales idnicos. Por lo tanto,
es importante caracterizar el veneno de estos caracoles, para determinar el efecto que tienen

sobre diferentes blancos moleculares.




ILANTECEDENTES

IL.1 Los Cornus en 1a historia humana

La familia Conidae es uno de los grupos de organismos marinos que han logrado sobrevivir
con gran €xito a lo largo de la historia. Se cree que la primer radiacién de los Conus ocurrid
después de la extincion de los dinosaurios y las amonitas, hace aproximadamente 50
millones de afios (Kohn, 1990). Dada la variedad de colores y formas que presentan las
conchas de éstos organismos, figura 1, los Conus han sido de gran valor para los

coleccionistas de conchas desde civilizaciones antiguas (Terlau & Olivera 2004),

Figura 1. Diez conchas diferentes de caracoles marinos del Género Conus mostrando su diversidad de colores.
En la fila superior, de izquierda a derecha, se muestra: Conus textile y Conus magus; en la segunda fila, de
izquierda a derecha: Conus circumcisus, Conus geographus (especie responsable de la mayoria de las
fatalidades humanas) y Conus dusaveli. En la tercer fila, de izquierda a derecha: Conus gloriamaris, Conus
milneedwardsi. En la fila inferior, de izquierda a derecha, se¢ muestra: Conus ammiralis, Conus bandanus
vidua y Conus hirasei {Olivera, 1997).




Las diversas interacciones del humano con los Conus propiciaron los primeros reportes de
envenenamientos causados por las picaduras de especies de Conus (Rumphius, 1705). De
esta manera, surge el interés en la investigacién de los componentes presentes en los venenos

de estos caracoles.

Los primeros estudios enfocados en la farmacologia de los venenos en los Conus, fueron
realizados por Robert Endean, quien documenté que especies distintas de Conus podrian
tener componentes bioldgicamente activos diferentes (Endean, 1974; 1976; 1977). Estudios
mas recientes, han revelado que existen de 100 a 200 componentes diferentes en el veneno
de cada una de las aproximadamente 700 especies de Conus. De esta manera, se estima un
repertorio de entre 70,000 y 140,000 componentes farmacolégicamente activos en el género

Conus (Norton y Olivera, 2006).

IL.2 Biologia del Género Conus

El habitat preferente de los Conus son las comunidades arrecifales y el marino tropical a
profundidades mayores de 100 m. Los hébitos alimenticios de estos organismos suelen ser
nocturnos, mientras que de dia son localizados generalmente entre la arena, cerca de corales
o rocas. En la actualidad, el género Conus se destaca por ser uno de los principales
depredadores en sus nichos ecolégicos empleando diversas estrategias de caza (Olivera, ef

al., 1990).




Una clasificacion general de los Conus, se basa en su dieta principal, entre ellas se
encuentran: 1) las especies vermivoras, que forman el grupo mas grande, con preferencia por
gusanos poliquetos; 2) las especies moluscivoras, o depredadores de otras especies de

gaster6podos, y 3) las especies piscivoras, que depredan peces (Kohn, 1956; Olivera, 1997).

Por otro lado, la especie Conus californicus presenta caracteristicas biologicas opuestas al
resto del género. Estos moluscos, mostrados en la Figura 2, son localizados en climas frios

de las costas de California y Baja California, por lo que no interaccionan con otras especies

del mismo género.

Figura 2. Caracoles marinos de la especie Conus californicus. La fotografia de la izquierda muestra las
caracteristicas morfologicas de C. californicus. Las conchas son de forma cénica, de 1 a 4 cm de longitud, con
superficie lisa y coloracion marrén amarillento. La parte anterior es angosta, casi puntiaguda mientras que la
parte posterior suele ser amplia. En su parte posterior, presenta una espira muy baja y puntiaguda. El canal
donde se localiza en pie del animal presenta una abertura larga y estrecha. El pie y el sifén son de color blanco
con pequefios puntos negros. Habita en la zona intermareal, entre pastos a una profundidad méxima de 30 m. En
la Fotografia de la derecha se muestra unos caracoles matinos Corus californicus www.mse.ucla.edu

Otra caracteristica que hace a C. californicus una especie atipica, son sus habitos alimenticios
diurnos. Presenta una dieta generalizada, que comprende los tres tipos de presas reportados
para este género, lo que sugiere una gran habilidad de adaptacion de acuerdo a la

disponibilidad de sus presas (Saunders y Wolfson, 1961; Stewart y Gilly, 2005), (figura 3).




Fspecies
Lspecices

Cevermioras
piscivoras o

Fspecics
moluseivoras

Conus califoruicus:

depreda los 3 tipos de presas

Figura 3. Clasificacién general de los Conus en base a su tipo de alimentacién. En la parte superior izquierda,
se muestra un grupo de especies piscivoras que incluye mas de 70 especics, como C. geographus y C. magus.
En la parte superior derecha se muestra un grupo de especies vermivoras, donde se incluyen mds de 150
especies, como C. imperialis. En la parte inferior izquierda se muestran las especies moluscivoras donde se
incluyen mdas de 70 especies, como C. fextile. En la parte inferior derecha, se muestra una Gnica especie
reportada, Conus californicus, que depreda los 3 tipos de dietas descritos para este género
http://eilly.stanford .edu/cone.iitml.

Particularmente, C. californicus utiliza una combinacion de estrategias al momento de cazar
presas como peces. Estos comportamientos han sido previamente descritos para especies

vermivoras y especies piscivoras (Stewart y Gilly, 2003).

Por otro lado, los sinfomas ocasionados por envenenamientos de Conus, difieren de acuerdo
a la especie, por ejemplo, se ha observado que los sintomas producidos por toxinas de
caracoles piscivoros son muy diferentes de aquellos que presentan las toxinas de caracoles

moluscivoros o vermivoros. El grupo de los Conus piscivoros son los que presentan los




venenos mas potentes en mamiferos. En general, el dolor y la paralisis muscular son los

sintomas mas comunes (Clivera ef al., 1990).

I1.3 Aparato Venenoso de los Conus

El suborden Toxoglossa comprende a la familia Conidae. Los miembros que pertenecen a
este suborden se caracterizan por poseer un aparato venenoso especializado (Figura 4).
Los Conus utilizan el veneno como arma fundamental en la captura de sus presas,

empleando su aparato venenoso como un eficiente sistema de inyeccidn v liberacion del

veneno (Terlau y Olivera, 2004).

Ducto

Saco radolar YeRenoso

Diente
harpén radular

Bulbo
Venenoso

probéscide

faringe .
Esdfago

Figura 4. Esquema general de la disposicion del aparato venenoso de los caracoles del género Conus descrito
en el texto (Norton y Olivera, 2006).

El aparato venenoso consta de un ducto venenoso donde tiene lugar la sintesis y
almacenamiento del veneno. La parte distal y proximal del ducto difieren en grosor y
contenido de veneno. Este ducto desemboca en la faringe del organismo. En su parte

proximal se encuentra equipado con un bulbo que es utilizado como reservorio del veneno.




El bulbo venenoso, es una estructura de tejido muscular desarrollado, que es utilizado para
expulsar ¢l veneno a través del ducto venenoso (Norton y Olivera, 2006). Sin embargo, se
cree que la fuerza final para lograr la expulsion del veneno fuera del diente es provisto por la

proboscide, al ejercer la presion necesaria para lograr su expulsion (Kohn y Hunter, 2001).

El saco radular localizado en la parte anterior de la faringe, estd compuesto de un tejido
ciliado en forma lineal, que posiblemente facilita la salida de las rddulas del saco radular
hacia la faringe. En el saco radular se observan dos protuberancias, una larga, o brazo largo,
que contiene aproximadamente 60 radulas, y otra corta, o brazo corto, que contiene entre 10 a
12 radulas. En el brazo largo es donde se manufacturan y almacenan los dientes. El brazo

corto del saco radular contiene solo los dientes maduros que estén listos para ser usados.

Las radulas, mostradas en la figura 5, tienen la forma de un harpén hueco, constituidas por

quitina, que sirven como agujas hipodérmicas al inyectar ¢l veneno.




Figura 5. Estructura general del aparato venenoso y diente radular de los caracoles marinos del género Conus.
En la figura superior se muestra una representacion de la morfologia general del aparato venenoso de los conus,
El aparato venenoso en todos los conus comprende las siguientes estructuras: vb, vulvo venenoso; vd, ducto
venenoso; rs, saco radular; h, radulas; p, faringe; y pr, probdscide. El saco radular muestra un corte transversal
para hacer visibles las rabulas (Qlivera, 1997). La figura inferior muestra una micrografia electrénica de una
radula en forma de harpén de la especie C. californicus (Kohn et al., 1999).

Estudios realizados por microscopia eléctronica, muestran que en el aparato venenoso de la
mayoria de las especies de Conus, las radulas se cargan con ¢l veneno cuando llegan a la
faringe (Marshall ef al., 2002). Sin embargo, también existe evidencia histolégica que indica
que en el caso de C. californicus, las radulas son cargadas con el veneno mientras se

encuentran en el saco radular (Marshall et al., 2002).

La produccién y liberacion del veneno en los Conus sigue tres pasos generales: (1) sintesis,
procesamiento, y empaquetamiento de las toxinas peptidicas, (2) generacidn,
almacenamiento de los dientes radulares y la transferencia de un diente a la extremidad de la
probéscide; y finalmente, (3) la insercidn del diente en la presa, seguido de la expulsion de su

veneno,




I1.4 Generalidades del Veneno de los Conus

La composicion peptidica del veneno de los Conus se puede dividir en dos grupos (Terlau y
Olivera 2004):
1)  Conopéptidos con un enlace disulfuro (como conopresina y contrifano), o ningin
enlace disulfuro {(como contulacina, conantocina y conorfamida).

2) Conotoxinas, que son conopéptidos compuestos de miltiples enlaces disulfuro.

Ademss de los conopéptidos mencionados, el veneno de los Conus se encuentra constituido
por proteinas (como fosfolipasas del tipo Az) y componentes no peptidicos (como serotonina
y 4cido araquidénico) (Mclntosh et al., 1999). Sin embargo, los componentes peptidicos han

sido los mads estudiados.

La estrategia farmacoldgica que los Conus han desarrollado al interaccionar con otros
organismos, es la combinacién de sus toxinas al momento de inyectar el veneno, para de esta
manera, lograr una inmovilizacién rdpida y contundente de la presa. Es decir, grupos de
péptidos actian de manera conjunta para lograr el mismo efecto fisioldgico final, concepto
conocido como “cabal”. Algunos de los factores que determinan qué tipo de cabal estd
presente en una especie de Conus es de acuerdo al tipo de presa y estrategia de caza (Olivera

y Cruz, 2001).
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El estudio de los cabales se inicid con Craig Clark (1981), quien realizd bioensayos
inyectando fracciones del veneno de Conus, directamente al Sistema Nervioso Central (SNC)
de mamiferos (ratones). Los bioensayos consisten, en la observacion de los sintomas
conductuales de los ratones, al momento de inyectar intra cranealmente (i.c.) varias dosis de

fracciones del veneno.

Un ejemplo claro de la organizacién de los péptidos en cabales, es mostrado en una especie
piscivora, C. purpurascens. Esta especie requiere de dos cabales para capturar a su presa, el
“motor cabal” v el “lightning-strike cabal”. Cada uno de estos cabales, comprende un grupo
de péptidos que actian de manera | sinérgica para lograr una paralisis neuromuscular
irreversible en su presa. Los péptidos del “motor cabal” inhiben la transmisién
neuromuscular, mientras que el “lightning-strike cabal” ocasiona inmovilizacion tetdnica
inmediata, lo que permite que las toxinas del “motor cabal” se difundan por todo el cuerpo de
la presa hasta llegar a los axones motores y a las uniones neuromusculares, ocasionando una
paralisis neuromuscular irreversible (Olivera y Cruz, 2001). Otro ejemplo es el “shaker
cabal” , que estd presente en especies como C. magus y C. geographus. Los sintomas
conductuales en ratones inyectados i.c con esta fraccion provoca temblores. Estudios
posteriores demostraron que estos péptidos actiian especificamente en canales de calcio tipo

N (Ca,2.2), inhibiendo la transmisidén sindptica (Olivera y Cruz, 2001).
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I1.5 Generalidades de las Conotoxinas

Las conotoxinas son ligandos que afectan principalmente la funcién de moléculas de
sefializacion en la membrana plasmatica de las células. La mayoria de los blancos
moleculares son especificamente subtipos de canales i6nicos, localizados principalmente en
Sistema Nervioso Central y Sistema Nervioso Periférico. La caracteristica mas interesante de
las conotoxinas es que logran combinar una elevada afinidad y una delicada selectividad por
sus blancos moleculares. De esta manera, se ha demostrado que las conotoxinas son capaces
de discriminar entre canales idnicos estrechamente relacionados y entre canales idnicos
tejido-especificos, y lograr una rapida y eficiente interaccién entre el ligando-receptor

(Woodward ef al.,1990).

Las conotoxinas son péptidos pequefios de entre 6-40 residuos de aminoacidos (aa). Se
caracterizan por presentar en su secuencia primaria un alto porcentaje de residuos de
cisteinas (22 al 50%), donde la mayoria corresponde a enlaces disulfuros (Terlau y Olivera
2004). Ademas, poseen numerosas e inusuales modificaciones post-transduccionales
presentes en sus secuencias, que favorecen el plegamiento estable del péptido (Craig et al.,
1999). De esta manera, estos conopéptidos son lo suficientemente estables para resistir la
degradacidn enzimatica inducida por las proteasas presentes en los mismos ductos venenosos

y las que se encuentran en la presa (Buczek et al, 2005).
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Las modificaciones post-transduccionales reportadas incluyen amidacién del carboxilo
terminal, y carboxilacién en glutaminas, sulfonacién en tirosinas, bromacién en triptéfanos,
epimerizacion de un aminoécido tipo L a tipo D, glicosilacién en serinas y treoninas, algunas
de ellas sdlo han sido descritas para esta clase de péptidos (Buczek er al., 2005). Las
modificaciones postransduccionales descritas hasta el momento para C. californicus son 4-
transhidroxiprolina, 6-bromotriptofano, y-carboxiglutamato y amidacién del carboxilo

terminal (Biggs, comunicacién personal).

La diversidad de conotoxinas, ha sido asociada a una rapida divergencia como posible
estrategia en la captura de distintas presas, sumado a los cambios ambientales repentinos
ocurridos en esos nichos ecolégicos. Esto supone una presion selectiva en los componentes
del veneno por contener toxinas que logren de manera rapida y eficiente una paralisis
inmediata de la presa, valiéndose de la gran variedad de modificaciones post-traduccionales

presentes en cada una de las conotoxinas (Buczek et al., 2005).

I1.5.1 Precursor peptidico

Cada conotoxina es codificada por un ARNm. El producto inicial de la traduccién es un
precursor llamado pre-propéptido, de 80 a 120 residuos de aminoécidos, como se muestra en
la Figura 6. La organizacién del precursor es constante: una secuencia sefial o regién pre,
altamente conservada en el amino terminal, con un tamafio aproximado de 20 aminoacidos;
una secuencia denominada regién pro, que contiene en promedio 40 aminodcidos; una

secuencia donde ocurre una hidrélisis proteolitica Hlamada XR; y por ultimo, en el carboxilo




terminal se encuentra lo que sera ia toxina madura. con un promedio de 6 a 40 aminodcidos

(Buczek, ef al.. 2003).

Pre-propéntido

1 20-30
EREEERIEEEE  Region Pre
N Ccoo
Regidén Pro

o Sec. XR

Eo

N

Toxina madura e aeie
N

Figura 6. Esquema de la organizacion caracteristica del precursor peptidico de las conotoxinas. Compuesto por
una regifn pre, en el amino terminal. seguido de una region pro. una region XR donde ocurre una hidrolisis
proteolitica ¥ por aftimo. en el carboxilo terminal se encuentra lo que sera la toxina madura.

El péptido sefial es aitamente conservado entre los miembros de la misma superfamilia de
conotoxinas. Por lo que la diversidad de péptidos en especies diferentes de Conus es
aparentemente generada, por la hipermutacion de ia region de la toxina madura en el extremo
carboxilo lerminai: conservando solo ia estructura bdsica de arreglos de cisteinas v los
enlaces disuliuro que se forman enire eiias. La toxina bioldgicamente aciiva es producida por
la hidrdiisis proteolitica en la region-XR. paso clave en ia maduracion del conopéptido (Craig

ef ai., 1999: Olivera y Cruz. 2061).
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IL.5.2 Clasificacién de las Conotoxinas

Las conotoxinas se encuentran organizadas en familias. La organizacidén estd basada en la
interaccion de la conotoxina con su blanco molecular, como canales iénicos y diferentes
receptores de membrana. De esta manera, se conocen 12 familias de conotoxinas dirigidas a
blancos moleculares como canales iénicos de Na* dependientes de voltaje (CSDV), canales
de Ca** dependientes de voltaje (CCDV), canales iénicos de K* dependientes de voltaje
(CPDV); y diferentes receptores nicotinicos de acetilcolina (nAchR) y transportadores de

noradrenalina, entre otros (Terlau y Olivera, 2004).

Cada familia de conotoxinas se encuentra organizada en superfamilias. Las caracteristicas
que definen a una superfamilia de conotoxinas, son la conservacién de la secuencia sefial del
precursor peptidico (regidn pre) y el patrén de arreglos de cisteinas junto con los enlaces
disulfuro que se forman entre ellas. Actualmente, han sido descritas 10 superfamilias de
conotoxinas, donde destacan Iés superfamilias O-, A- y M-, por ser componentes
predominantes en la mayoria de las especies de Conus (Terlau y Olivera 2004). Sin embargo,
existen reportes de una nueva superfamilia solo descrita para las especies C. litteratus y C.

califonicus (Biggs, comunicacion personal).

Los estudios mas recientes de la literatura, han demostrado que C. californicus presenta en su
veneno, solo el 50% de las secuencias sefial que pertenecen a las superfamilias
convencionales en la mayoria de las especies de Conus. A este respecto, de las superfamilias

recién mencionadas como predominantes en las especies de Conus, solo se ha encontrado
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evidencia de la presencia de la superfamilia O. Hasta el momento, no se ha encontrado una
sola toxina de la superfamilia A, que generalmente codifica para la mayoria de los
antagonistas de los receptores nicotinicos, tampoco se ha identificado ninguna toxina de la
superfamilia M que codifica para los inhibidores de los canales de Na’, La presencia de una
nueva superfamilia de conotoxinas en C. californicus combinado con la ausencia de otras
superfamilias, aumenta el interés por el estudio en la caracterizacién bioquimica y los
posibles blancos moleculares de los componentes peptidicos de esta especie (Biggs,

comunicacion personal).

En resumen, las conotoxinas presentan caracteristicas idoneas en el uso, aplicacién y
desarrollo de nuevos firmacos, poseen las siguientes caracteristicas 1) son péptidos pequefios
con gran estabilidad estructural, 2) son ligandos especificos de canales i6nicos dependientes
de voltaje presentes en Sistema Nervioso Central y Sistema Nervioso Periférico; y 3)
presentan gran afinidad por estos blancos moleculares (Lewis y Garcia, 2003). Debido a esto,
las conotoxinas son ampliamente utilizadas en neurociencias como herramientas utiles en la
investigaciéon de la fisiologia de subtipos especificos de canales i6nicos, entre las que
destacan las w-conotoxinas como candidatos factibles en el desarrollo de nuevos farmacos,
ya que estas estin implicadas directamente en la accién moduladora de canales de Ca®*

dependientes de voltaje en células neuronales.
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I1.6 Caracteristicas Generales de las ¢0-Conotoxinas

Las w-conotoxinas (w-CTxs) son péptidos de 24-29 residuos de aminodcidos. Su secuencia
primaria, presenta un arreglo de seis residuos de cisteinas (C-C-CC-C-C), estabilizados con
tres enlaces disulfuro, en un patrén de enlaces 1-4/2-5/3-6. De esta manera, al igual que ¢l
resto de las conotoxinas, son moléculas estables y resistentes a altas temperaturas (Terlau y
Olivera, 2004). Como grupo, las w-CTxs se caracterizan por ser péptidos hidrofilicos, con no
mas de 3 aa hidrofébicos en su secuencia (Saccomano, ef al., 1994). Las w-CTxs

funcionalmente homologas, presentan gran diversidad en los aa componentes de su secuencia

(Figura 7).

Las w-CTxs mejor caracterizadas son: la w-CTx GVIA, aislada de la especie C. geographus
v la w-CTx MVIIA, aislada de la especie C. magus, que bloquean selectivamente los CCDV
tipo-N (Ca,2.2). Tomando como ejemplo la Figura 7, las w-conotoxinas tienen en comun, la
conservacion de los 6 residuos de cisteinas y una glicina en la posicién 5. Ademds, los

residuos 2 y 24, usualmente son lisina o arginina y el residuo 18, una serina (Lew ef af.,

1997).




1 10 20
GViA CKSOGSSCSOTSYNCCR-SCNOYTERCY-nNi,
MVIIA ?KGKGAK?SRLH&'DC(}TGSTR— ~SGKC-NH;

1 L

Fignra 7. Alincamiento de secuencias de aa que pertenecen a las  conotoxinas GVIA y MVIIA, mismas que
bloguean selectivamente canales de Ca tipo-N (Ca,2.2), donde se muestra la posicion de los tres enlaces
disulfuro, con un patrén de enlaces 1-4/2-5/3-6 (Norton ef al.. 1999).

Se ha demostrado gue la conotoxina GVIA contiene por lo menos dos residuos de aa.
fundamentaies en ia afinidad de la toxina con su receptor. el residuo de tirosina (Y13) v ei
residuo de lisina (K2). mostrado en ia Figura 8. Mientras que en el caso de la w-CTx-
MVIIA. los residuos importantes en la afinidad son. el residuo de tirosina (Y'13) junto con ei

residuo de leucina (L.11) (Lew ef ai..1997).

LA,

KEWLA

Figura 8. Representacion de las estructuras tridimensionales de las @-CTxs GVIA ( figura izquierda) y MVIIA
(tigura derecha). Para ambas conotoxinas se muestra en color rojo los residuos involucrados en la afinidad con
su receptor, presentando una disminucién en la afinidad hacia su receptor de dos ordenes de magintud al ser
sustituidos por alanina. Los residuos mostrados en color anaranjado presentaron una disminucion en la afinidad
hacia su receptor de un orden de magnitud. Para los residuos mostrados en color amarillo. no se tienen los
estudios suficientes para determinar la participacion de estos residuos en la afinidad de la toxina. Los residuos
menos importantes para ia union se muestran en gris (Lew ef af.. 1997).
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El papel farmacolégico de las w-CTxs, como componentes del veneno de los Conus, estd
implicado en la accion bloqueadora de CCDV en células presindpticas, actiian en conjunto
con otras toxinas que afectan canales pre- y post-sindpticos para interrumpir la conduccién de

los impulsos nerviosos, y asi generar una paralisis motora en la presa, Figura 9 (Olivera, et

al., 1997).

Figura 9. Mecanismo de accién de conotoxinas en placa neuromuscular. En la figura izquierda se muestra el
mecanismo de accién normal para producirse una contraccién muscular. En la figura derecha se observa la
accién conjunta de 3 conotoxinas blogueando sus blancos moleculares. (1) &-CTx bloqueando los CCDV en
membrana presindptica para inhibir la liberacion de neurotransmisores. (2) o-CTxs y (3) p-CTxs en membrana
posinéptica, bloqueando los nAChR y CSDV, respectivamente, para evitar la generacién de un potencial de
acciém muscular, De esta tnanera se logra una paralisis por bloqueo neuromuscular de la presa (Olivera, 1997).

Ahora bien, considerando que las toxinas que actian sobre canales i6nicos presentan
convergencias moleculares y funcionales, existe evidencia de que los blancos moleculares de

estas toxinas pueden tener origenes evolutivos comunes (Jouirou ef al., 2004). En este
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contexto, desde el punto de vista neurobiolégico y farmacoldgico, las w-conotoxinas han
resultado ser herramientas 0tiles para seleccionar, discriminar y bloquear especificamente
subtipos de CCDV en células presindpticas de mamiferos. Ademds, se ha determinado que
las w-conotoxinas conocidas, se unen a los epitopos extracelulares de los canales de calcio,
esto a sido de gran ayuda en neurociencias para la comprensiéon de la fisiologia de los
subtipos de Canales de Ca®* yr determinar el patrén de distribucién de estos en las membranas

plasmaticas.
I1.7 Generalidades de Canales Iénicos

Las propiedades eléctricas de una célula derivan de su membrana. A su vez, la membrana
a}dquiere sus propiedades eléctricas como consecuencia de sus componentes lipidicos y
proteinas transmembranales facilitadoras del transporte a través de la membrana, como
pueden ser protefnas cotransportadoras y canales i6nicos. Los canales i6nicos modulan la
excitabilidad eléctrica regulando el flujo de iones a través del poro del canal, realizan esto de
manera selectiva y a gran velocidad (hasta 10° iones por segundo), por lo que es considerado

el sistema de transporte iénico mas eficiente (Aidley ef al., 1996).

Los canales idnicos son esenciales en las células de todas las especies, su importancia
fisiologica en mamiferos es la regulacién de diversos procesos como la excitabilidad del

nervio y el misculo, la secrecién hormonal, la proliferacion celular, la transduccion sensorial,




20

el control del equilibrio del agua corporal y de los electrolitos, la regulacién de la presién

sanguinea e incluso procesos como ¢l aprendizaje y la memoria.

El flujo iénico es una corriente eléctrica a través de la membrana ocasionando un efecto
inmediato en el potencial de membrana (Hille er al,1992). Este flujo estd determinado por
tres factores: ¢l potencial de membrana, la composicién electrolitica de los fluidos extra e
intracelulares y el tipo de canales i6nicos que se encuentren en las células. La diferencia en la
composicion electrolitica entre los fluidos intra v extracelulares determina la fuerza

electroquimica impuesta a un i6n particular por el potencial de membrana.

El concepto de canal iénico fue propuesto por Alan Hedgkin y Andrew Huxley (1952), en
estudios sobre la naturaleza del impulso nervioso en el axén gigante de calamar, proponiendo
que las corrientes de Na* y K* estaban localizadas en sitios particulares en la membrana a los
cuales les llamaron “parches activos”. Actualmente, bien caracterizados como canales de Na*

y K dependientes de voltaje.

Los canales idnicos boseen un poro transmembranal que estd formado y rodeado por
diferentes segmentos de las subunidades transmembranales del canal (Dascal, 2001). El
mecanismo denominado apertura o “gating™ en inglés, es referido a la propiedad de abrir o
cerrar ¢l poro. El poro abierto tiene la propiedad importante de tener permeabilidad selectiva,
permitiendo el paso solo a una clase restringida de iones por difusién facilitada, esto se

realiza a través del poro y a favor de su gradiente electroquimico (Hille ez al, 1992).
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I1.8 Canales de Calcio Dependientes de Voltaje (CCDV)

El i6n Ca®* juega un papel crucial en la regulacién de una gran variedad de procesos
intracelulares. El incremento en la concentracion de Ca®" intracelular ([Ca®'];) es mediado
por canales de calcio dependientes de voltaje (CCDV), que regulan el influjo de Ca®* a través
de la membrana plasmatica y/o canales de calcio dependientes de ligando (CCDL), que
controlan la liberacién del i6n Ca®" desde los almacenamientos intracelulares (Lodish et al.,
2005). De esta forma, los CCDV constituyen el enlace fundamental entre las sefiales
eléctricas de la superficie de la membrana y las respuestas bioquimicas intracelulares, entre
las que se incluyen, la contraccién muscular, la liberacién de neurotransmisores, la expresion
génica, la modulacion de la excitabilidad de la membrana, la divisién celular y la muerte por

apoptosis, entre ofras (Lodish et al., 2005; Terlau y Olivera, 2004).

De acuerdo a las propiedades basicas de los CCDV se conocen 6 tipos, los tipo-T, L, N, P, Q
¥ R, que se distinguen por presentar diferente sensibilidad a bloqueadores farmacolégicos,
conductancia, cinética y dependencia de voltaje. Sin embargo, en base al rango de voltaje
necesario para su activacion, se clasifican en dos categorias: canales de Ca** de bajo umbral,
como el canal tipo-T; mientras que los canales de tipo-L, N, P, Q vy R han sido caracterizados

como canales de alto umbral, por requerir grandes despolarizaciones para su activacién (Mori

et al., 2004).
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Se ha demostrado que los CCDV poseen una localizacién del tipo tejido-especifico. De esta
manera, Jos canales tipo-T son localizados en muisculo cardfaco y en algunos tipos de células
de tejido nervioso. El canal tipo-L, es ampliamente disiribuido en musculo esquelético,
cardiaco y liso, en células endocrinas y otros tejidos. Mientras que los canales tipo N, Py Q
son localizados en sistema nervioso y algunos tipos de células endécrinas. De esta manera,
los CCDV tipo N estan asociados directamente con la liberacién de neurotransmisores en
neuronas nociceptivas del sistema nervioso aferente, implicados en la transmisién del dolor
nociceptivo y neuropético. Por lo que resulta atractivo a las industrias farmacéuticas, la
bisqueda de moduladores especificos de estos canales como posibles formacos analgésicos

aplicados en diversas terapias farmacoldgicas.

La estructura gencral de un canal de Ca®* consta de un complejo oligomérico de 4
subunidades, conocidas como o, oz, B y 8, con un arreglo estequiométrico 1:1:1:1, y unidas
por enlaces no covalentes. La subunidad o, es la responsable de la formacién del poro
hidrofébico de conduccién idnica y el plegamiento global del canal, por lo que ha sido
asociada a las funciones méas importantes del canal, como sensor de voltaje y receptor de la
mayoria de los ligandos (Latorre ef al., 1996). Las subunidades auxiliares al coexpresar con
la subunidad o, presentan propiedades moduladoras del canal, aumentando la magnitud de

la corriente i6nica y modificando las propiedades cinéticas del canal.

La subunidad i, como se muestra en la Figura 10, estd compuesta por cuatro dominios

homélogos (I al IV), cada uno con seis segmentos transmembranales (S1 al S6). Existe




evidencia experimental de que los segmenios transmembranaies S4 son ulilizados como
sensores de voliage para abrir o cerrar el canal v gue las asas (o “loop™ en ingiés). entre Jos
segmentos S5 y 86 iorman las paredes del poro conducior (region P). Cada una de las
regiones P contienen un glutamato. que forman un sitio de unién de aita alinidad para ios

iones Ca”" (Latorre ef al.. 1996).
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I AR R U A A T

S4-domain

“oltage sensor P-segments.
v !

I
Side view

Figura 10. Estructura de la subunidad o, conformada por cuatro dominios homélogos (I-TV), los que a su vez
estin formados por 6 segmentos fransmembranales {S1-86). En la parte inferior de la figura se muestra la
formacién del poro det canal. http://www.cf.ac.uk/biosi/staff/jacob/teaching/ionchan/ionchan3.html|

La heterogeneidad que caracteriza a los CCDV es airibuida a la diversidad de genes que
codifican tan solo a ia subunidad o.i. sumado los mﬁltip.les tipos de subunidades accesorias v
ias posibles combinaciones que puedan existir entre eiias. resultando en canales funcionales
con propiedades electrofisioiogicas muy diversas. De esta manera, resuita de gran valor el
encontrar v caracterizar ligandos que sean aitamente especificos y de gran afinidad para las

diferentes isoformas de canales de Ca” . Actualmente. se conocen técnicas diversas para
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caracterizar ligandos y determinar una posible accién moduladora sobre canales de Ca®*

dependientes de voltaje.

IL.9 Electrofisiologia: Ventajas del Uso de Ovocitos de Xenopus laevis como Modelo de

Estudio

En 1971 se demostré por primera vez que la inyeccién de ARNm de mamifero en ovocitos
de Xenopus laevis, era correctamente incorporado a la maquinaria de sintesis proteica de la
célula, de tal forma que grandes cantidades de la proteina codificada podia ser expresada por
varios dias en el citoplasma del ovocito (Gurdon ef al., 1971). A principios de la década de
los 80’s, se demuestra la expresion heteréloga de receptores, canales i6nicos y otras proteinas
del SN de mamiferos en la membrana del ovocito de Xenopus (Miledi ef al., 1982; Barnard er
al., 1982). Esta metodologia ha permitido su aplicaci6n en estudios electrofisiolégicos, como
la técnica de Control de Voltaje con Dos Electrodos. Esto ha permitido el estudio de una gran
gama de moléculas expresadas en la membrana del ovocito. Se han empleado estimulos
quimicos para ¢l anélisis de moléculas receptoras (serotonina, GABA, acetilcolina, acido
glutdmico, glicina, dopamina); o estimulos eléctricos con protocolos de pulsos para la
activacién de canales dependientes de voltaje (Na*, K*, CI', y Ca®") (Arellano ef al,, 1996).
Otra aplicacion de esta técnica, es la caracterizacion funcional de nmuevas neurotoxinas,
provenientes de distintos organismos, asi como la identificacién de sus blancos moleculares

(Arellano ef al., 1996; Torres et al., 2001).
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L.os ovocitos se diferencian en seis etapas. de ia etapa 1 a ta etapa V1. donde las ultimas dos
etapas. V v V1. son ias utilizadas para los ensavos electrofisiologicos v expresion heterdioga.
Existen ventajas técnicas en el uso de ovocitos de Xenopus laevis. Tas cétulas maduras.
correspondientes al estadio V1. liegan a alcanzar diametros de 1.2 a 1.4 mm. por 1o que son
faciles de manipular. Ademds. como normalmente estas céluias son depositadas en la
naturaleza en ambienies poco favorables. son muy resistentes v estan equipadas con todos los
sustratos necesarios para su crecimienio v para la sintesis de proteinas. A continuacion se

muestra un esquema general de expresion helerdloga de proteinas en ja membrana de

ovocitos de Xenopus laevis. Figura i1

inyeccién
ARNmM

Proteina
Canal ianico

Figura 11. Esquema general de la expresion heterdloga de proteinas en ovocitos de Xenopus laevis.

La técnica de Control de Voliaje. es ampliamente utilizada en electrofisiologia para registrar

la corriente idnica {ransmembranal en diversas células. Debido 2 las caracteristicas del

ovocito de Xenopus. se utiliza ia técnica de conirol con dos electrodos. En la Figura 12. se
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muestra un esquema del dispositivo utilizado en esta técnica de registro. Este es un circuito
eléetrico cerrado. donde son requeridos dos electrodos, uno de elios. el electrodo 1 (E ). mide
el voltaie de la célula (o potencial de la membrana): en funcién de este potencial. el elecirodo
2 (I') tnyecta una corriente eléctrica que iieva a la membrana de la céiula a un potencial
preestabiecido. La corriente invectada por el electrodo es controiada por un sistema de
retroalimentacion electronica en el amplificador de registro. donde se mide la diferencia de
potenciai y se invecta la corriente necesaria a la célula. para mantener ei potenciai deseado.
Cualguier corrienie idnica que cruce la membrana tendera a cambiar el voilaje
transmembranal vy ¢l circuito compensard esie cambio myectando corriente a (raves del
electrodo /. Finalmente. la corriente gue cruza la membrana es medida a través de un

amperimeiro (1) localizado en el medio extraceiuiar.

N
\\ .

la corriente idnica transmembranal en ovocitos de Xenopus laevis.
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I11.10 Enfermedades Asociadas a Canales Iénicos

En los ultimos afios, varias enfermedades neuromusculares, cardiacas, ataxias, cdncer,
alzheimer y epilepsias entre otras, han sido asociadas a disfunciones y mutaciones especificas
de canales i6nicos. De esta manera, surge un nuevo concepto en la etiologia de
enfermedades, concepto nombrado como “canalopatias” (Herranz, 2002; Canzoniero, ef al.,

20035; Mori ef al., 2004; Bidaud et al., 2006).

Las canalopatias conocidas en las que estdn involucrados los canales de Ca®*, incluyen
desordenes neuroldgicos, asociados a diferentes tipos de mutaciones en la subunidad oy de
canales de Ca®* tipo P/Q expresados en células neuronales y neuroendéerinas, como la
migrafia hemiplégica familiar (MHF) que se caracteriza por asociar los sintomas de una
migrafia (como mareo, vémito, fotofobia y fonofobia, entre otros) con pardlisis corporal y en
algunos casos, asociada con atrofia cerebral progresiva. La ataxia episodica tipo 2 (AE-2) es
caracterizada por ataques intermitentes de ataxia cerebral, sintomas similares a una migrafia y
atrofia cerebral. Por otro lado, la ataxia espinocerebral tipo 6 (AEC-6), al igual que los otros
desordenes neurologicos, se caracteriza por atrofia cerebral sumado a una ataxia cerebral de

progresion lenta (Mori et al., 2004).

Otras canalopatias de Ca®* incluyen distintos desérdenes musculares asociados a varias
mutaciones en la subunidad c; de canales de Ca®" tipo L, como la parélisis periédica

hipocalcémica as{ como desdrdenes del sistema inmunoldgico como el sindrome miasténico
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Lambert-Eaton, miastenia grave y esclerosis lateral amiotréfica, entre otras (Mori et al.,

2004).

II.11 Toxinas Moduladoras de Canales de Calcio Dependientes de Voltaje

Las toxinas de animales venenosos han resultado ser la mejor opcidn en el entendimiento de
las distintas canalopatias. Se han aislado péptidos y proteinas de animales terrestres como
arafias (p. ej. w-agatoxinas), tarantula (p. ¢j. SNX-482), escorpion (p. ej. kurtoxina), vibora
(p. €j. calciseptina) y organismos marinos como los caracoles marinos del género Conus, de
los cuales se han aislado més de 20 péptidos, pertenecientes a diferentes especies, con accién

moduladora, altamente especifica, sobre los subtipos Ca,2.1 y Cay2.2 (McDonough, ef al.,

2004)

La o-CTx-GVIA, aislada de la especie C. geographus, también conocida como péptido
“shaker”, es la primer conotoxina reportada con accién bloqueadora sobre CCDV en células
neuronales y selectivo para canales tipo N (Ca,2.2) (Olivera et al., 1984). En neurociencias,
el péptido GVIA es la toxina utilizada por excelencia en el estudio y comprension de la
funcion de los CCDV tipo N, al bloquear el canal de forma rapida, completa y permanente
por varias horas bajo condiciones fisiolégicas (Olivera et al., 1994). La administracion
intratecal de GVIA, aparentemente tiene un efecto neuroprotector contra los dafios
producidos por una isquemia cerebral. Su papel neuroprotector tiene efecto en Sistema

Nervioso Central y Periférico. Ademds, se ha demostrado el potencial terapéutico como
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analgésico en modelos biolégicos de dolor agudo y crénico (Norton ef al., 1999). Por otro
lado, la aplicacién topica en la médula espinal, inhibe considerablemente la liberacién 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 ef al., 2004).

La 0-CTx-MVIIA, aislada de la especie de C. magus, actlia como antagonista selectivo y
especifico sobre CCDV tipo N (Ca,2.2); la toxina se une a su receptor de forma rapida,
completa, y a diferencia de la w-CTx-GVIA, de forma reversible transcurridos pocos minutos
(Olivera et al., 1985). La conotoxina sintética, Ziconotide o SNX-111, es un analgésico no
opioide que actua en los receptores del dolor (nociceptivos) bloqueando los CCDV tipo-N.
En el afio 2004, ziconotide fue aprobada por la FDA (siglas en inglés de Food and Drug
Administration) y comercializada como Prialt® por Elan Corporation como analgésico
contra el dolor crénico neuropatico en pacientes con SIDA, céncer, dafio cerebral traumatico,
isquemia cerebral y dafio en la médula espinal. La administracion intratecal de Ziconotide
produce analgesia bloqueando la liberacién de los neurotransmisores en las vias aferentes
nociceptivas primarias y previniendo la propagacién de la sefializacién medular del dolor,

Figura 13.
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Figura 13. Mecanismo de accién de Ziconotide. La administacién intratecal de la conotoxina sintética
Ziconotide, actia en los receptores nociceptivos, bioqueando los canales de Ca®" y una subsecuente propagacion
de las sefiales del dolor neuropético. Ziconotide es 1000 veces mds potente que la morfina ademas de que no
causa tolerancia ni adiccidn. http://www .azlink be/

Estudios clinicos han demostrado que una infusion intratecal continua a < 100 ng/hr, produce
analgesia hasta por 24 horas sin que el modelo bioldgico desarrolle folerancia ni adiccion, en
contraste con los opioides, los cuales pierden su poder analgésico tras una infusién continua
por varios dias (Norton ef al., 1999). Hasta el momento, no se ha detectado que la toxina
presente afinidad por otros canales i6nicos ni interaccione con receptores colinérgicos,
monoaminérgicos y peptidicos. Otra aplicacion terapéutica de la conotoxina SNX-111, es su
propiedad neuroprotectora. Esto se atribuye a la propiedad de la conotoxina de bloquear los
CCDV neuronales ¢ impedir el influjo excesivo de Ca®* como efecto secundario después de

una isquemia o trauma cerebral (Longo ef al., 1994).
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Por otro lado, la w-CTx-CVID, aislada de la especie C. catus, se encuentra en fase clinica III
para el tratamiento de dolor crénico. Actualmente, la conotoxina esta siendo desarrollada por

AMRAD Operations Pty. Ltd., con el nombre de AM336 (Lewis y Garcia, 2003).
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IIL JUSTIFICACION

En las conotoxinas se encuentran las caracteristicas idéneas en la aplicacion y desarrollo de
nuevos farmacos. Son péptidos pequefios con gran estabilidad estructural, son ligandos
especificos de canales i6nicos y receptores de Sistema Nervioso Central y Periférico, y

presentan gran afinidad por sus blancos moleculares.

Como se mencioné anteriormente, existe un gran nimero de canalopatias, para las cuales
no se cuenta con ningun firmaco que actie de manera especifica. A este respecto, se ha
demostrado que existen secuencias que podrian ser w-conotoxinas en el veneno de C.
californicus. Por tal motivo, es de suma importancia analizar electrofisiolégicamente si en
realidad se encuentran proteinas con la capacidad de modular los canales de Ca** para de
esta manera poder analizar la factibilidad de que estas proteinas puedan funcionar como
farmacos especificos en algunas de las canalopatias provocadas por el mal funcionamiento

de los canales de Ca**.

IV. HIPOTESIS

En el veneno de Conus califormicus existe por lo menos un componente con efecto
modulador sobre canales de Ca®" de cerebros de ratas que son sobre expresados en la

membrana de ovocitos de Xenopus laevis y en cultivos de neuronas ganglionares de ratas.
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V. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar electrofisiolégicamente el veneno del caracol marino Conus californicus,
sobre canales idnicos de calcio dependientes de voltaje, expresados en ovocitos de Xenopus

laevis.

V.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Fraccionar el extracto total del veneno de caracoles marinos Conus californicus por
Cromatografia Liguida de Alta Resolucion en Fase Reversa (HPLC-RP).

2. Implementar el sistema de expresién heterdloga de canales de calcio en ovocitos de
Xenopus laevis.

3. Caracterizar electrofisiologicamente las fracciones del veneno del caracol marino
Conus californicus en ovocitos de Xenopus laevis mediante la técnica de control de voltaje
con dos electrodos.

4. Caracterizar bioquimicamente las posibles fracciones que muestren efecto modulador

+
sobre canales de Ca**.
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VI. MATERIALES Y METODOS

VL1 Obtencién del veneno de Conus californicus

Los caracoles marinos de la especie Conus californicus fueron recolectados con base en las
caracteristicas morfolégicas de la especie, en la zona costera colateral al Km 58 de la
carretera Tijuana-Ensenada, Baja California, México. La colecta se realizé en la region
intermareal de la zona costera (Juarez, 2005, Elliott et al., 1979). Para determinar dia vy
hora de la colecta se consultd un calendario de mareas. Los organismos recolectados fueron
transportados en un contenedor con agua de mar a femperatura ambiente, para su inmediata

diseccion.

La obtencioén del veneno se realizé mediante diseccién de los caracoles, rompiendo su

concha para aislar el aparato venenoso y extraer el ducto venenoso de cada organismo

(Figura 14).
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Figura 14. Fotografias que muestran el procedimiento en la obtencién de ductos venenosos de Conus
californicus. En la primer fotografia, de izquierda a derecha, se observa el rompimiento de la concha de un
caracol. En la segunda fotografia, de izquierda a derecha, se muestra el animal expuesto para realizar la
diseccidn del aparato venenoso. La ultima fotografia, de izquierda a derecha, se observa el aparato venenoso
aisfado, listo para ser extraido el ducto venenoso.

Los organismos utilizados en el desarrollo de este proyecto pertenecen a dos colectas
diferentes. Las colectas se realizaron el mes de noviembre de los afios 2005 y 2006. En

cada una de las colectas se obtuvieron aproximadamente 40 especimenes.

La extraccion del veneno se realizo adicionando 1 ml de solucién A (Anexo 1) por cada 20
ductos, para después macerar los ductos venenosos con un homogenizador manual de
vidrio (Wheaton). Durante la realizacién de esta parte del procedimiento, la muestra es
mantenida en hielo. Posteriormente, la muestra se centrifugd dos veces a 10,000 x g
durante 5 min, a temperatura ambiente para eliminar residuos de tejido. El sobrenadante

recolectado, fue congelado a -70°C para ser liofilizado posteriormente,

El extracto total de veneno liofilizado se resuspendio en 1 ml de H,O destilada y estéril,
después fue centrifugado a 10,000 x g durante 10 min, a temperatura ambiente,
recuperandose el sobrenadante. La cuantificacion de protefna total se realizé por el método

de Bradford-Coomasie, siguiendo las especificaciones de la casa comercial para
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posteriormente medir la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en un

espectrofotdmetro (Pharmacia Biotech, Ultrospec 3000).

VL2 Purificacién del Extracto Total del Veneno de Conus californicus mediante

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién en Fase Reversa

El extracto total del veneno se fracciond de acuerdo al tiempo de retencién de sus
componentes mediante HPLC en fase reversa, empleando un cromatégrafo Agilent 110
(Agilent Technologies). Se utiliz6 una columna analitica Vydac Ciz (Grace-Vydac
218TP54, 4.6 x 250mm, 300 A) con una pre-columna Zorbax Cjg (Zorbax-Agilent
Technology, 4.6 x 12.5mm, 5um), ambas fueron equilibradas con solucién A (Anexo 1).
Después de equilibrar las columnas, se inyectaron de 400-500 pg de proteina total (Loop de

inyeccion: 200 ul) del extracto total del veneno de C. californicus.

Las caracteristicas de la estrategia empleada se describen a continuacién: una vez inyectada
la muestra, se realizé un lavado por 5 minutos con 100% de solucién A. La muestra se
eluy6 a temperatura ambiente durante 60 minutos, empleando un gradiente lineal de 0 a
60% de solucion B (Anexo 2). Se utilizé un incremento lineal de solucién B de 1% por
minuto con un flujo de colecta de T mi/min. La deteccidn de los péptidos se realizé por
absorbancia en el rango de luz UV a una longitud de onda de 230 nm. Las fracciones
fueron colectadas de acuerdo a su tiempo de retencién y se almacenaron a —70°C para su

liofilizacidn (liofilizadora Lyph-Lock 6, Labconco).
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La estrategia experimental utilizada en el fraccionamiento del veneno total de los conus,
consistié en colectar un conjunto de fracciones por periodos de 15 minutos (al conjunto de
fracciones se le llamé “corrida™). En la segunda corrida se colectaron fracciones cada 5

minutos. La Gltima corrida fue de fracciones individuales colectadas cada minuto.

VL3 Preparacién de Ovocitos de Xenopus laevis para Ensayos Electrofisiolégicos

La metodologia empleada en la preparacion de ovocitos para ensayos electrofisiologicos
fue dividida en dos partes: 1) Implementacién del sistema de expresién heterdloga de

canales de calcio y 2) Estudio de los ovocitos para ensayos electrofisiologicos.

VIL.4 Implementacién del Sistema de Expresion Heteréloga de Canales de Calcio

VI.4.1 Extraccién y Purificacion de ARNm de Cercbro de Rata

La extraccién del ARN total de cerebro de rata se realizé utilizando el método de
Chomcezynski & Sacchi (1987). Los organismos fueron proporcionados por el Bioterio del
Instituto de Neurobiologia de la Universidad Auténoma de México (UNAM), campus
Juriquilla, Querétaro. En los ensayos se utilizaron cerebros de ratas adultas (Sprage
Dawley), sexo masculino y un peso aproximado de 250 g. La diseccién de los cerebros se
realizé6 a partir de la decapitacion de los organismos seguido inmediatamente del
rompimiento de los crdneos con la ayuda de material quirtrgico. Los cerebros fueron

colocados (un cerebro y medio) en tubos estériles de polipropileno de 50 ml.




38

Inmediatamente después, cada uno de los tubos fue sumergido en nitrogeno liquido, con la

finalidad de evitar la degradacién del ARN de los cerebros de rata por la accién de las

ARNasas.

Los cerebros obtenidos, fueron expuestos a una solucién desnaturalizante (solucién D)
(Anexo 3), adicionando 1 mi de solucién por cada 100 mg de tejido, y homogenizados
(homogenizador Ultraturrax T25) por 1-2 minutos, a temperatura ambiente. Al
homogenizado se le agregé 0.1 volumen de acetato de sodio (2M, pH 4), 1 volumen de
fenol saturado con agua, y 0.2 volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (49:1). La
mezcla se homogenizé agitando vigorosamente el tubo por 10 segundos, seguido de
incubacién en hielo durante 15 minutos. La mezcla se centrifugé por 30 minutos a 9000 _
rpm a 4°C (centrifuga Beckman Allegra 21R, rotor C0650). La fase acuosa fue transferida
2 otro tubo estéril de polipropileno de 50 ml, para después adicionar un volumen igual de
isopropanol. La muestra fue mezclada agitando el tubo durante 10 segundos, seguido de
una incubacién a -20°C por una hora. El ARN en suspensién fue recuperado por
centrifugacion (30 minutos/ 4°C/ 9000 rpm). Para lograr una mayor pureza del ARN
extraido, la pastilla fue resuspendida en 10 ml de solucién D (Anexo 3), agitdndola
vigorosamente. Una vez resuspendida la pastilla, se adicionaron 10 ml de isopropanol,
mezcléndose por inversidn repetida del tubo, seguido de una incubacién de una hora a -
20°C. Nuevamente, ¢l ARN en suspension es recuperado por centrifugacién (30 min/ 4°C/
9000 rpmy}. La pastilla resultante fue lavada con etanol frio al 75% y centrifugada (30 min/

4°C/ 9000 rpm). Una vez hecho esto, el etanol fue decantado y su remanente fue evaporado
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a temperatura ambiente. Finalmente, la pastilla fue resuspendida en 1 ml de agua libre de

ARNasas y se colocd en un tubo estéril de 2ml.

El ARN total obtenido se cuantificé por absorbancia a una longitud de onda de 260/280 nm
en un espectrofotdmetro (Pharmacia Biotech, Ultrospec 3000). La muestra fue analizada
cualitativamente mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.4 %, con tincién de
bromuro de etidio. Después de su cuantificacién, la muestra fue almacenada a -70°C hasta

su posterior utilizacion.

Una vez corroborada la calidad del ARN total, se procedié a la purificacién del ARNm
mediante una columna de oligo (dT)-celulosa. El montaje de la columna para la
purificacién se describe a continuacion: la columna (Poly-Prep Chromatograpy columns),
conteniendo el oligo (dT)-celulosa (100 mg) hidratado, fue lavada sucesivamente con 4 ml
de NaOH 0.5 M. En este paso, el lavado se realizo adicionando la solucién de NaOH,
permitiendo solo el paso de unas gotas para después sellar la columna por 30 minutos y
después permitir su elusion. Posteriormente, se adicionaron aproximadamente 6-8 ml de
amortiguador E (Anexo 4), eluyéndolo hasta lograr un de pH 7. Una vez ajustado el pH, se

lavé la columna con 2 ml del amortiguador A (Anexo 5).

Una vez equilibrada la columna, se tomé una alicuota correspondiente a 1.2 mg de ARN
total, se ajust6 el volumen a 500 uL con agua libre de ARNasas y se adicionaron 500 uL de

amortiguador Ax2 (Anexo 6) y fue calentada la muestra a 65°C por 3 min. Este proceso fue
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repetido tres veces. Posteriormente, la columna se lavé de 2-3 veces con 0.5 ml de
amortiguador A (Anexo 5). Una vez eliminado de la columna el amortiguador A, se
pasaron 2 ml de amortiguador E (Anexo 4), en alicuotas de 500ul, donde se recuperd el
ARNm en 4 tubos de 2 ml cada uno. A las muestras obtenidas en los tubos, se les adicioné
50 pl. de acetato de amonio 5M y 1 ml de etanol frio al 100%. Las muestras fueron
incubadas a -20°C por 12 horas. Transcurrido este tiempo, las alicuotas fueron colectadas
por centrifugacién (Beckman Allegra 21R, rotor C0650) a 4°C/ 13,000 rpm/ 1h. EI
sobrenadante se decanté y fueron adicionados 200 ul de etanol frio al 75%. Nuevamente, la
muestra fue centrifugada (4°C/ 13,000 rpm/ 1h), para después decantar el etanol y evaporar
su remanente. Las muestras fueron resuspendidas en 50 pl de agua tratada con dietil

pirocarbonato (DEPC). La calidad del ARNm se corroboré con los métodos descritos

anteriormente para ARN total.

VL5 Tratamiento de Ovocitos de Xenopus laevis para Ensayos Electrofisiolégicos

Los ovocitos se obtuvieron por diseccion de ranas de la especie Xenopus laevis. La rana fue
anestesiada por hipotermia, sumergiéndola en hielo por 30 minutos hasta observar pérdida
de sus reflejos. Posteriormente, fue colocada en posicion dorsal en una cama de hielo
donde se le cubrid con el mismo, excepto en la parte baja del abdomen donde se llevé a
cabo la cirugia. Los [6bulos ovaricos fueron removidos quirdrgicamente, por medio de una
incisién de ~1 cm y mantenidos en medio Barth (pH 7.4) (Anexo 7). Posterior a la cirugia,

la rana fue suturada y colocada en agua para su recuperacion de la anestesia e hipotermia




41

que le fue causada. Las ranas fueron mantenidas en estanques individuales hasta lograr su

recuperacion.

Los lobulos ovéricos fueron disgregados mecanicamente con pinzas de diseccién para
exponer los ovocitos y permitir su remocién del epitelio y vasos sanguineos. Se
seleccionaron los ovocitos pertenecientes al estadio V y VI. Después de seleccionar los
ovocitos, estos permanecieron incubados a 17°C en medio Barth durante un periodo de 12

horas.

Los ovocitos de apariencia normal fueron microinyectados con 50 ng de ARNm (~50nl) o
con agua esiéril como control negativo. En este caso, fue utilizada una micropipeta de
vidrio estéril (VWR International, Cat. 53432-921) adaptada a una microjeringa (Nanoliter
2000 WPI). Los ovocitos inyectados, fueron incubados a 16-18°C por un dia en solucién

Barth (pH 7.4) para lograr su recuperacién antes de ser tratados con colagenasa.

La utilizacion de los ovocitos para ensayos electrofisiologicos requiere que la membrana
esté libre de tejidos adyacentes, células, membrana basal, y otros. Para retirar las células
foliculares, se aplic un tratamiento con colagenasa (tipo I de Sigma) a una concentracién
de 0.5 mg ml durénte 40 minutos a temperatura ambiente, en solucién Ringer pH 7
(Anexo 8) (Miledi, et al., 1998). Para retirar el exceso de colagenasa, los ovocitos fueron
lavados varias veces con solucién Ringer y finalmente mantenidos en solucién Barth (pH

7.4). En un tiempo no excedente a 24 horas, los ovocitos fueron removidos de sus capas
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foliculares externas, utilizando pinzas de diseccién (Dumont #55, Fine Science Tools).
Finalmente, los ovocitos fueron incubados nuevamente en solucién Barth pH (7.4) hasta

completar 4-5 dias post-inyeccién.

V1.6 Registro Electrofisiologico de Ovocitos de Xenopus laevis

Los registros electrofisioldgicos de ovocitos se realizaron mediante la técnica de control de
voltaje. Los tubos capilares utilizados para el registro de los ovocitos (VWR International,
Cat. 53432-921) con una resistencia de 1 a 1.2 MQ fueron llenados con una solucién de

KC1 3M. Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente.

Al realizar los ensayos electrofisiolégicos fueron utilizaron dos protocolos: 1) en la
caracterizacién del ARNm de cerebros de ratas mediante la expresion funcional de
receptores de membrana y 2) un protocolo de pulsos de voltaje disefiado para activar la
corriente llamada Tout (o Transient outward) que brinda la posibilidad de determinar la
expresién funcional de canales de Ca** sobre los cuales fue analizado el efecto de las

fracciones del veneno de C. californicus.

Los registros electrofisiolégicos consistieron en mantener a los ovocitos en una camara de
registro que fue perfundida continuamente con solucién Ringer. Las corrientes de los
ovocitos fueron registradas antes, durante y después de agregar cada una de las diferentes
soluciones a probar. En todos los casos, se utilizaron ovocitos microinyectados con agua

fueron utilizados como control negativo.
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Para la generacion de pulsos y la adquisicidn de los datos se utilizé el programa pClamp
8.0 (Axon Instruments). La interpretacién de los datos se realizd graficando curvas de

Corriente (I) contra Voltaje (V), conocidas como curvas IV, utilizando el programa Origin

7.0.

VL6.1 Caracterizacién del ARNm de Cerebro de Rata mediante Expresion Funcional

de Receptores de Membrana

Al inyectar el ARNm de cerebro de rata se obtiene la expresion de una gran cantidad de
moléculas receptoras asi como canales i6nicos expresados en la membrana del ovocito
(Arellano ef al., 1996). En este contexto, para corroborar la calidad del ARNm obtenido en
los pasos anteriores (Seccién VI.4.1), se realizé un control de expresién funcional de

diversos receptores en los ovocitos inyectados con el ARNm proveniente de cerebros de

ratas.

El procedimiento consistié en microinyectar un grupo de ovocitos con 50 ng de ARNm
purificado. Los ovocitos fueron incubados a 17°C por un dia en solucién Barth (pH 7.4)
para lograr su recuperacion antes de ser tratados con colagenasa, como se describe en la
Seccion VI.4.2. Transcurridos 5 dias post-inyeccién, los ovocitos fueron col_ocados de
manera individual en la cdmara de registro y sometidos a un potencial de mantenimiento de
-60 mV. Posteriormente, se aplicaron diferentes agonistas de manera individual como
serotonina (5-HT), GABA, acetilcolina (Ach), y 4cido glutdmico (GLUT). Cada uno de los

agonistas fue administrado a una concentracién de 1x10* M en solucién Ringer por un
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minuto, seguido de la perfusién de al menos 3 ml de solucién Ringer para retirar los
remanentes de los agonistas y determinar si la corriente inicial se recuperaba después de la
perfusién. La respuesta se registrd y se compard con la corriente de los ovocitos que fueron

microinyectados con 50 nl de agua.

V1.6.2 Caracterizacién del ARNm de Cerebros de rata mediante Expresién Funcional

de Canales de Ca*'

Una vez corroborada la expresion funcional de receptores de membrana en los ovocitos
microinyectados con el ARNm, estos fueron sometidos a un protocolo de pulsos cuadrados
para registrar la corriente Tout (Miledi ef al., 1982), cuya amplitud depende de la expresion

funcional de canales de Ca® dependientes de voltaje (protocolo descrito mas adelante).

El ensayo consistié en medir, en ovocitos microinyectados con ARNm de cerebro de rata,
la generacion de la corriente Tout en 3 soluciones conteniendo diferentes concentraciones
de Ca®*, Ringer sin Ca®*, Ringer Normal, y Ringer con 5 mM Ca®*. En resumen, los
ovocitos fueron perfundidos por lo menos con 3 ml de solucién Ringer con una
concentracién de Ca** de 1.8 mM (Anexo 8), seguido de la aplicacién del protocolo de
Tout para realizar los registros de corriente generada en el ovocito en relacién a los
cambios de voltaje preestablecidos en el protocolo. En base al procedimiento anterior,
también fueron registradas las corrientes generadas en el ovocito tras la aplicacion de una

solucién Ringer con una concentracién de Ca>* de 5 mM (Anexo 9) y una solucién Ringer
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sin Ca®* (Anexo 10). De esta manera fue analizada la variacion en las amplitudes de las

corrientes generadas a diferentes concentraciones de Ca®' en la solucion.

V1.6.3 Protocolo de Activacién de la Corriente Tout

En el protocolo de pulsos de voltaje para activar la corriente Tout (Figura 15), la célula es
mantenida en un potencial de -100mV (conocido como potencial de mantenimiento),
seguido de la aplicacion de pulsos que llevan consecutivamente el potencial desde -80 mV
hasta +60 mV, en incrementos de 20 mV. Por lo tanto, este protocolo consta de 8 episodios

con una duracién de 4 segundos cada uno.

+ G0my

100

=

Figura 15. Descripcion del Protocolo de pulsos cuadrados (T out); potencial de mantenimiento de -100mV,
con puisos cuadrados de -80mV a +60mV, con incrementos de 20 mYV, resultando en 8 episodios con una
duracién de 4 segundos cada uno

La generacion de corriente transmembranal debido a la aplicacién de este protocolo en el
ovocito, se le llama Zout. La corriente es generada por la apertura de canales de Ca*'
dependientes de voltaje que permiten el influjo de este i6n activando consecuentemente
canales de CI' dependientes de Ca®* (Miledi ef al, 1982). A este respecto, cabe hacer
mencidn que la corriente mostrada en los registros obtenidos es debida, principalmente a
las corrientes de salida de i6n CI" dependientes de Ca®* (IClca) ya que el mecanismo de

activacion de los canales de CI' funciona como una amplificacién de las corrientes
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acarreadas a través de los canales de Ca®*, que por lo regular son de una amplitud mucho
menor debido a la conductancia de los canales. Por 1o tanto, la medicién de la cortiente CI
Tout es una manera indirecta de cuantificar la corriente generada por la activacién de los

canales de Ca®" per se.

VL7 Efecto de las Fracciones del Veneno de C. californicus sobre los Canales de Ca®*

Expresados en Ovocitos

Para probar las fracciones liofilizadas fue necesario resuspender las muestras en agua
destilada y desionizada. Las fracciones fueron cuantificadas por el método de Bradford-
Comassie, para conocer un estimado de la cantidad de proteina que existia en cada
dilucién. De esta manera, fueron perfundidas en la cdmara de registro varias

concentraciones de las fracciones del veneno.

El procedimiento para realizar este ensayo consistié en perfundir el ovocito con solucién
Ringer Normal (Anexo 8), y registrar la corriente Tout. Después, la corriente fue registrada
nuevamente perfundiendo el ovocito con una solucién Ringer con 5 mM de CaZ (Anexo
9). Un aumento considerable de la corriente (>100%) indica por lo regular que los canales
responsables de la corriente de salida son efectivamente canales que acarrean Ca2* al medio
intracelular y activan de esta forma los canales de Cl". En esta solucién fueron entonces
probadas las fracciones del veneno obtenidas por HPLC que fueron recoléctadas cada 15
minutos, cada 5 minutos y finalmente cada minuto, para conocer de forma precisa qué

fracci6n tenfa actividad sobre las corrientes Tout y por lo tanto un posible efecto sobre los
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canales de Ca?*. En resumen, las corrientes de los ovocitos fueron registradas antes (con
solucién Ringer 5 mM de Ca®"), durante (con solucién Ringer 5 mM de Ca?* mas la
fraccion a probar) y después de agregar las fracciones del veneno de C. californicus (con

solucién Ringer 5 mM de Ca®").

V1.8 Efecto de las Fracciones del Veneno de C, californicus sobre los Canales de Ca**

de Neuronas de Ganglio de la Raiz Dorsal

Fue utilizada otra preparacion celular que expresa canales de Ca®* con la finalidad de
corroborar efectos de las fracciones del veneno sobre otra especiec molecular. Esta
preparacién fue la de neuronas de ganglios de la raiz dorsal registradas con la técnica de
control de voltaje en su configuracién de célula completa. A continuacién se describe la

metodologia empleada para realizar estos ensayos.

VL8.1 Cultivo Celular de Ganglio de 1a Raiz Dorsal de Ratas

Los experimentos se realizaron en neuronas provenientes de los ganglios de raiz dorsal de
ratas Wistar, de 5-9 dias de edad, sin distincién de sexo, provenientes del Bioterio Claude
Bernard de la Universidad Auténoma de Puebla. El cultivo celular se realizé en una cdmara
de cultivo equipada con una campana de flujo laminar seguridad 1 (Nuaire) y una
incubadora especializada con control de temperatura y CO, (Nuaire). Todo el material

utilizado en el procedimiento fue esterilizado previamente mediante su exposicion a fuz
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ultravioleta. Las ratas fueron anestesiadas con éter y posteriormente sacrificadas por

decapitacion.

Para obtener las células, se realiz6 la diseccién de los ganglios de la rafz dorsal bajo
microscopio  estereoscOpico (American Optical) utilizando técnicas quirurgicas
convencionales. Los ganglios aislados fueron mantenidos en el medio de cultivo de
Leibovitz L-15 (L-15) (Invitrogen) (Anexo 11). Una vez obtenidos los ganglios, estos
fueron depositados en un tubo estéril con 2 ml de solucién de disociacion (Anexo 12) en
medio L-15. El tubo con los ganglios se incub6 a 37°C en una atmésfera de CO; 5%
durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo, el medio de cultivo fue reemplazado por
medio de cultivo fresco. Posteriormente, las células fueron disociadas mecénicamente
utilizando una pipeta Pasteur pulida a fuego. El producto de este procedimiento fue
centrifugado durante dos minutos, seguido de un lavado con medio fresco; esta operacion
se efectud tres veces. Luego del ultimo lavado, el exceso de sobrenadante fue retirado yla
suspension celular se deposité en una caja para cultivo (Corning) con placas de vidrio de
12 x 10 mm (Corning) previamente cubiertas con poli-D-lisina (Sigma-Aldrich). Las

células se incubaron durante 4 a 6 horas en medio [.-15 modificado (Anexo 13).

VL.8.2 Registro Electrofisiolégico de Neuronas Ganglionares de la Raiz Dorsal de

Ratas mediante la Técnica de Control de Voltaje

Cada uno de los vidrios con las neuronas adheridas a ellos fueron transportados a una

camara de perfusion montada en un microscopio invertido de contraste de fases (Nikon
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- Diaphot). Las células se perfundieron con una solucién extracelular (Anexo 14) discfiada
para disecar electricamente las corrientes de Ca’*. La osmolaridad de la solucién fue
monitoriada con un osmémetro de presion de vapor (Wescor) y ajustada con dextrosa, a
300 mOsm. Un sistema de perfusién por gravedad mantuvo constante el flujo de la
solucion extracelular a una tasa de 100 pl/min. Ademas de este sistema de perfusién, se
utilizO un sistema adicional construido con dos pipetas capilares que se ubicaron
aproximadamente a 40 um de la célula en estudio. Con este sistema la célula fie
perfundida con solucién extracelular o con solucién extracelular mas la fraccion a probar, a

una tasa de 10 pl /min.

Para el registro electrofisioldgico, los cultivos celulares fueron observados al microscopio y
fueron elegidas las células de forma redonda u ovoidea cuyo soma lucfa refringente con et
contraste de fases. El registro de las corrientes iénicas de Ca®" se realizé a temperatura
ambiente (~23 °C) usando la técnica de control de voltaje en su configuracién de célula

completa.

Las pipetas para registrar las células fueron fabricadas con capilares de vidrio de
borosilicato (TW120-3; WPI) en un estirador horizontal (Sutter Instruments); para los
experimentos se utilizaron s6lo aquellas pipetas que una vez llenas, con solucién
intracelular, tuvieron una resistencia eléctrica entre 0.9 y 2 M, La solucién de la pipeta

(solucidn intracelular) fue disefiada para el registro de las corrientes de Ca®" (Anexo 15) y
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fue filirada el dia del experimento con un filtro de jeringa con diametro de poro de 0.22 um

(Millipore).

Para los registros de corrientes i6nicas de Ca®* se utilizé un amplificador Axopatch-1D
(Axon Instruments). La generacién de pulsos y la adquisicién de datos fueron controlados
por el programa pClamp 8.0 (Axon Instruments), usando un sistema de adquisicién de
datos de 16 bits (Digidata 1320; Axon Instruments). Las sefiales fueron digitalizadas a 20
kHz y se filtraron a 5 kHz. La resistencia en serie se compensé electrénicamente al 80%.
Fueron rechazados los experimentos para los cuales, en el pico méaximo de la corriente, el
error en ¢l voltaje luego de la compensacion de la resistencia en serie, excedié los 5 mV.

No se realizé ninguna correccion para valores de error menores.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

VIL1 Obtencioén del veneno de Conus californicus

De acuerdo a la estrategia experimental, descrita en la seceién VL1, se obtuvieron 2.78 mg
de proteina total de la primer colecta y 7.79 mg de proteina total de la segunda colecta,
empleando el método de Bradford-Coomasie para la cuantificacién bioquimica en ambos

Casos.

La variabilidad en la cantidad de proteina total obtenida en las dos colectas pudiera
deberse, entre otras cosas, a la diferencia de tamafios de los especimenes colectados en
cada caso. Debido a que en el afio 2005, fueron colectados organismos que tenian conchas
de 1.5 2 2 cm de longitud, mientras que en el afio 2006, los organismos colectados
presentaban conchas de 3.5 cm de longitud en promedio y por consecuencia, aparatos
venenosos mas grandes. A este respecto, los trabajos realizados previamente con esta
especie, reportan especimenes colectados con conchas de 3 ¢m de longitud en promedio
(Whysner et al., 1966; Marshall ef al., 2002; Stewart y Gilly, 2005, Biggs, comunicacién

personal).

Por otro lado, considerando que una de las estrategias de caza reportadas por Olivera
(1999) para esta especie, es la caza en grupo, podria inferirse que al haberse colectado

organismos en etapa de vida adulta, estos realizan la mayoria de las caceria de presas
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presentando una mayor produccién y liberacion del veneno. Sin embargo, no existen
reportes que describan este tipo de comportamiento para Conus en relacién a la etapa de

vida del organismo.

VIL.2 Purificacién del Extracto Total del Veneno de Conus californicus mediante

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién en Fase Reversa

En la purificacién del veneno colectado en noviembre del 2005, como se muestra en la
Figura 16, se obtuvieron 4 fracciones de 15 minutos cada una, que comprende los minutos:
5-15, 15-30, 30-45 y 45-60 (fracciones llamadas F1, F2, F3 y F4). El segundo conjunto de
fracciones se colecté cada 5 minutos, obteniéndose 12 fracciones (muestras llamadas F1.1,
F1.2,F13,F2.1,F22,F2.3,F3.1,F32 y F3.3). Por 1ltimo, se colectaron fracciones cada
minuto, de las cuales se obtuvieron aproximadamente 60 fracciones. Las muestras fueron

nombradas empleando el criterio de las fracciones anteriores.

A continuacién, se muestra el perfil cromatografico del fraccionamiento del veneno total

que pertenece a organismos colectados en noviembre del 2005, Figura 16.
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Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en Fase Reversa (HPLC-RP )
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Figura 16. Cromatograma del fraccionamiento por HPLC-RP del veneno total de Conus californicus,
colectado en Noviembre del 2005. El perfil cromatografico corresponde a 500ug de proteina total inyectada
en un cromatégrafo utilizando una columna C18 de fase reversa. Los primeros 5 minutos cotresponden a una
condicién isocratica con solucién A (Anexe 1), seguido de 60 minutos utilizando un gradiente tineal (linea
punteada roja) de 0 a 60% de solucién B o Sin B (Anexo 2) en proporcién a la solucion A. Los datos se
presentan como la absorbancia obtenida a 230 nm (datos normalizados) contra el tiempo de retencién de las
fracciones obtenidas. En la parte inferior se muestra la estrategia experimental utilizada para colectar cada
una de las fracciones,

En la purificacién del veneno total, colectado en Noviembre del 2005, fueron separados 75
componentes en promedio, esto bajo las condiciones que se establecieron en el programa
empleado en el HPLC. La aparente elucion de pocos componentes del veneno de esta

colecta, puede explicarse en relacion directa con la metodologia empleada, debido a que en
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estudios de laboratorio realizados por Biggs, se reportan mas de 150 componentes del
veneno de C. californicus a partir de los ductos venenosos, sin embargo ellos utilizaron
como método de deteccién del veneno, la espectrometria de masas (Biggs, comunicacién
personal). Por otro lado, los analisis realizados por Vargas en 2005, donde se obtuvieron
aproximadamente 130 componentes del veneno empleando una purificacién por HPLC-RP,
fue mediante la extraccion de por lo menos 3 tejidos del aparato venenoso (Vargas, 2005),

nosotros solo utilizamos un tejido para la extraccion del veneno.

En el momento de realizar la purificacién del veneno total de los organismos colectados en
noviembre del 2006, ya se contaba con algunos de los ensayos electrofisioldgicos (datos
mostrados mas adelante) que sirvieron como resultados preeliminares al momento de
realizar la purificacion siguiente. De esta manera, se decidio6 purificar el veneno colectando
las fracciones que eran de interés para los diferentes ensayos electrofisiolégicos en este
proyecto, empleando la misma estrategia metodolégica (descrita en la seecién VI.2) para el

fraccionamiento de los componentes del veneno.

A continuacion se muestra el perfil cromatografico de las fracciones del veneno total que

pertenece a la colecta realizada en noviembre del 2006, Figura 17.
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Figura 17. Cromatograma del fraccionamiento por HPLC-RP del veneno total de Conus californicus,
colectado el mes de Noviembre del 2006. El perfil cromatografico corresponde a 500ug de proteina total
inyectada en un cromatégrafo utilizando una columna C18 de fase reversa. Los primeros 5 minutos
corresponden a una condicién isocratica con solucién A (Anexo 1), seguido de 60 minutos utilizando un
gradiente lineal (linea punteada roja) de 0 a 60% de solucién B o Sin B (Anexo 2) en proporcién a la solucion
A. Los datos se presentan como la absorbancia obtenida a 230 nm contra el tiempo de retencién de las
fracciones obtenidas.

En esta purificacion realizada por HPLC del veneno total colectado en Noviembre del 2006
fueron separados 85 componentes en promedio del veneno a partir de los ductos venenosos.

Para determinar la concentracion de proteina presente en cada una de las fracciones
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obtenidas, las muestras fueron cuantificadas nuevamente utilizando el método Bradford-

Coomasie.

VIL3 Implementacién del Sistema de Expresion Heteréloga de Canales de Calcio

VI1.3.1 Extraccion de ARN total de Cerebro de Rata

Para lograr la expresion heteréloga de canales de Ca®* en las membranas de los ovocitos, se
inici6 con la extraccion del ARN total de los cerebros de ratas, empleando la técnica de
Chomceynski y Sacchi (1987) como se describe en la Seccién VI.4.1. A este respecto, es de
suma importancia determinar bioquimicamente la calidad del ARN total extraido, por lo
que fue cuantificada la concentracién de las muestras obtenidas por espectrofotometria a
una longitud de onda de 260/280 nm. De esta manera, el método nos permitié determinar
ademas de la concentracion estimada de la muestra, el grado de pureza del ARN obtenido
(Sambrook y Russell, 2001). Los calculos fueron realizados tomando en cuenta que un

valor de 1 a DOy corresponde aproximadamente a 40 ug ml™ de ARN.,

A continuacion se presenta una tabla que muestra algunas de las concentraciones obtenidas
de las diferentes extracciones de ARN totales realizadas, en relacién al peso del tejido (en

gr) y el grado de pureza de la muestra (Tabla I).
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Tabla I. Determinacién de la calidad de ARN total de cerebros de ratas por espectofotometria. Por cada
extraccion se muestra el peso del tejido del que se partié para la extraccion, la conceniracién de ARN total
obtenido en mg y la pureza de la muestra. El valor de la pureza se obtiene de dividir las DO (densidades
opticas) medidas a una longitud de onda de 260/280nm, teniendo comeo valor igual a 2 (Sambrook y Russell,
2001).

No.de .. =~ Pesodel - [ARNtotal] ~ Pureza - . Rendimiento
extraccién teido@r) ~ mgml (%)
| 1.43 1.203 1.830 0.139
2 1.48 3.696 1.942 0.451
3 1.42 2.344 1.840 0.246
4 1.52 1.913 1.897 0.132
5 1.56 5.045 1.914 0.278

Los resultados mostrados en la tabla anterior fueron analizados de acuerdo a lo descrito
previamente por Sambrook y Russell en el protocolo de extraccién y purificacion de ARN
(Sambrook y Russell, 2001). A este respecto, se considera que una muestra de ARN es pura
cuando la relacién es de 1.8 a 2. En relacion al rendimiento esperado de las muestras, los
resultados del laboratorio utilizando estos métodos de extraccién, estiman un rendimiento
promedio de 1mg de ARN total por 1 gr de tejido. De esta manera se logr6 determinar
cuales muestras de los ARN to@es obtenidos eran las idoneos para proseguir con la
purificacion del ARNm. Por lo que aquellas muestras que resultaron tener valores de
pureza inferiores a 1.8 y rendimientos inferiores a los descritos, fueron descartadas para su

utilizacién en los pasos subsecuentes.

Por otro lado, ademas de la cuantificacion realizada a las diferentes extracciones, también
fue analizada la integridad del ARN total en un gel de agarosa a una concentracién de

1.4%, para corroborar que no existiera degradacion de la muestra (Figura 18).
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¢ 28s
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Figura 18. Fotografia de un gel de agarosa al 1.4%, tefiido con bromuro de etidio (1 pg/ul), cargado con
0.5ug de ARN total. En el gel se observan dos bandas bien definidas que corresponden a las subunidades 28s
(banda superior) y 18s (banda intermedia) de los ARN ribosomales. En la parte inferior se observa otra banda
(no tan bien definida) que corresponde a los ARN de transferencia y a ARN de pequefios nucleares (banda
inferior). Estas bandas son las que ayudan a determinar si el ARN es de buena calidad.

Como se mostré en la figura anterior, el gel de agarosa cargado con 0.5 pg de ARN total,
no present6 degradacion del material genético. Esto se pudo inferir al observar en el gel dos
bandas bien definidas que corresponden a las subunidades 28s y 18s de los ARN
ribosomales, seguido de una banda inferior que correspondié a los ARN de transferencia y
a los ARN nucleares pequefios. De esta manera, los ARN totales que presentaron
degradacién de la muestra fueron descartados para los pasos subsecuentes. A través de
estos andlisis se determiné que la calidad y la cantidad de los ARN totales obtenidos eran

adecuados para proseguir con la purificacién del ARNm.
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VIL3.2 Purificacién de ARNm de Cerebro de Rata

Una vez corroborada la calidad de las muestras de ARN total obtenidas, se procedié a la
purificacién de los ARNm, mediante una columna de oligo (dT)-celulosa, empleando la
metodologia descrita anteriormente (Seccién VI.4.1). La determinacion de la calidad de los
ARNm se realizé empleando los mismos métodos utilizados para las muestras de ARN

total.

En la Tabla II, se presentan algunos de los resultados obtenidos, de las cuantificaciones
por espectrofotometria, de las muestras de ARNm, asi como el grado de pureza obtenido y

el rendimiento en porcentaje:

Tabla II. Determinacién de la calidad del ARNm por espectofotometria. La tabla muestra el peso del tejido
de donde se parti6 para la extraccién del ARN total, la cantidad obtenida en ng de ARNm y su pureza. El
valor de pureza del ARN se determina por el radio de Ajge/Aago igual a 2.

[ARNm] -~ - Pureza Rendimiento
pg/ul S (%)
72.06 1.921 6.52
54.84 1.866 4,89
73.86 1.989 6.92
59.07 1.871 4.65
65.36 1.940 5.38

Al utilizar este método de purificacién, se obtuvo un rendimiento aproximado de ARNm,
del 2 al 5 % del ARN total aplicado a la columna (Sambrook y Russell, 2001). A este
respecto, en los resultados mostrados en la Tabla 11, se observa un rendimiento que oscila

entre el 1.9 al 6.07 %. De esta manera, la caracterizacién bioquimica de los ARNm
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purificados mostrados en la Tabla II, determin que la cantidad y el grado de pureza de los
ARNm obtenidos eran adecuados, por lo que se procedié a analizar la integridad de las

muestras en un gel de agarosa al 1.4% (Figura 19).

44— 28s

Figura 19. Fotografia de un gel de agarosa al 1.4%, tefiido con bromuro de etidio (1pg/pL), cargado con
0.5pg de ARNm. En el gel se observa que atin contintian dos bandas bien definidas que corresponden a las
subunidades 28s (banda superior) y 18s (banda intermedia) de los ARN ribosomales.

De esta manera, solo los ARNm de excelente calidad fueron microinyectados en los

ovocitos para determinar la calidad funcional de dichos ARNm.

VIL4 Caracterizaciéon del ARNm de Cerebros de Rata mediante Expresion Funcional

de Receptores de Membrana

Como se comenté anteriormente, al estar microinyectando 50 ng de ARNm total de
cerebros de ratas en los ovocitos, se obtiene la sobrexpresién de receptores de membrana

ast como de canales idnicos (Miledi ez al., 1989; Arellano et al., 1996). En este contexto, se
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realizé un control de expresién funcional de diversos receptores aplicando estimulos

quimicos, con diferentes agonistas.

En la Figura 20A se muestran las respuestas eléctricas registradas en ovocitos control
inyectados con 50 nl de agua estéril, asi como las respuestas eléctricas de los ovocitos
inyectados con 50 ng de ARNm, que fueron expuestos a diferentes agonistas (Figura 20B).
En este dltimo caso, las corrientes generadas fueron originadas al aplicar estimulos

quimicos con acetilcolina (Ach), GABA, serotonina (5-HT) y glutamato.

Acetileolina 1x107 GABA 1x10™ Serotonina 1x10”°  Glutamate 1x10™

A k, i L | Lol |

f " | | ! | i |

v

Figura 20. Expresion heteréloga de receptores de membrana de cerebro de rata en ovocitos de X, laevis.
Corrientes generadas al ser aplicados diferentes agonistas (de izquierda a derecha) como acetilcolina (Ach),
GABA, serotonina (5-HT), y é4cido glutdmico (Glut), en ovocitos inyectados, inciso A) con el ARNm
purificado de cerebro o inciso B) con agua estéril. Los ovocitos control v los ovocitos microinyectados con
ARNm pertenecen al mismo donador. (Arellano ef al., 1996).

En los ovocitos microinyectados con ARNm, se observaron diferencias muy marcadas en

las amplitudes de las corrientes generadas con respecto a los ovocitos control, esto se
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aprecia en la Figura 20. Estos resultados sugieren que la calidad del ARNm
microinyectado en los ovocitos fue adecuado dado que las corrientes generadas al aplicar
los diferentes agonistas lograron alcanzar amplitudes de pA. A este respecto, Gundersen et
al (1983) demostraron que una expresién adecuada de receptores de membrana puede ser
medida en base a la expresion heterdloga de receptores serotoninérgicos con amplitudes de
corriente de pA. Esto es debido a la gran cantidad de copias de ARNm que codifican para
receptores serotoninérgicos presentes en ciertas neuronas del Sistema Nervioso Central en
mamiferos. De esta manera, los ARNm que mostraron amplitudes de corriente similares a
las mostradas en la Figura 20, fueron utilizados en los ensayos electrofisioldgicos

subsecuentes.

VILS Caracterizacion del ARNm de Cerebros de Mamifero mediante Expresion

Funcional de Canales de Ca**

Una vez corroborada la expresién funcional de receptores en la membrana de los ovocitos,
se procedid a aplicar el protocolo Tout (descrito en la Seccién V1.6.3) para determinar si
existian corrientes generadas por canales de Ca®*, por lo que fue necesario aplicar

diferentes concentraciones de Ca*" extracelular (descrito en la Seccién V1.6.2) .

En la Figura 21 se muestran registros tipicos de las corrientes de salida Tout, en ovocitos
inyectados con ARNm purificado, generados por la aplicacién del protocolo de pulsos

cuadrados Tout. El inciso A muesira el registro de las corrientes evocadas en la membrana
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de un ovocito que fue perfundido con solucién Ringer a 1.8mM de Ca?*. La célula fue
expuesta a 8 pulsos despolarizantes (de -80mV a +60mV) donse se observé una amplitud
maxima de corriente de 2.5 uA en el sexto pulso aplicado, es decir, a un voltaje de +20mV,
En el inciso B se muestra un registro del mismo ovocito que fue perfundido con solucién
Ringer 5 mM de Ca®, observandose una diferencia notoria en la amplitud de la corriente
evocada. De igual manera que en el caso anterior, la corriente maxima fue generada a
+20mV, pero a diferencia del registro anterior, este present corrientes robustas de 7 pA de
amplitud. Por tltimo en el inciso C se presenta un registro del mismo ovocito que fue
perfundido con Ringer sin Ca®* donde se observan corrientes de baja amplitud,

corroborando que la corriente mostrada en el inciso A y B fue dependiente del influjo de

+
Ca*.

A B C
Ringer 1.8mM Ca*  Ringer 5mM Ca**  Ringer s/Ca®

Figura 21. Registros tipicos de corrientes Tout en ovocitos inyectados con ARNm purificado de cerebro de
rata, cuya amplitud depende de la expresién de canales de Ca®" expresados en la membrana del ovocito.
Registros obtenidos perfundiendo soluciones con diferentes concentraciones de Ca®', inciso A, Ringer
1.8mM de Ca®, inciso B, Ringer SmM de Ca®" e inciso C, Ringer s/ Ca®"
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Como se observo en la Figura 21, al aplicar el protocolo Tout en la membrana de ovocitos
microinyectados con ARNm, los registros mostraron variaciones muy notorias en las
amplitudes de corriente a un potencial de +20mV, que fueron generadas por la perfusion de

diferentes concentraciones de Ca®* en el medio extracelular.

A este respecto, los estudios previos realizados por Leonard e al (1987), en ovocitos
microinyectados con ARNm de cerebro de rata, determinaron que las corrientes méximas
generadas por la activacion de canales de Ca>' se registraban a un potencial de +10mV y
+20mV, lo que concuerda con los resultados obtenidos en este ensayo. Por ofro lado,
Miledi (1982) determiné que la generacién de esta corriente de salida (Tout), es debida a la
apertura de canales de Ca®* dependientes de voltaje que permiten el influjo de este ién
activando consecuentemente canales de Cl” dependientes de Ca®*. Por lo que los resultados
mostrados permiten inferir, que el ARNm transfectado en los ovocitos fue expresado de
manera correcta en la membrana de las células y que las corrientes obtenidas son generadas

por la apertura de canales de Ca*".

De esta manera, el ARNm microinyectado en los ovocitos que mostraron un perfil de
variaciones en las corrientes similar al descrito en la Figura 21, fueron el que se utilizé en
los ensayos siguientes para determinar el efecto de las fracciones del veneno de C

californicus en estos mismos canales.
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VIL6 Efecte de las Fracciones del Veneno de Conus californicus en los Canales de

Ca™ utilizando la Técnica de Control de Voltaje con Dos Electrodos

Para evaluar el efecto de las fracciones obtenidas i)or 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 realizar una estimacién teérica de las conotoxinas
implicadas en la modulacién de canales de Ca®*. Para lograrlo, fueron analizadas las
secuencias de 20 w-conotoxinas, tomando en consideracién la tabla descrita por
McDonough (2004). De esta manera, se determiné que las 20 w-conotoxinas analizadas,
tuvieron en promedio 25 residuos de aminodcidos y una masa aproximada de 2794 g/mol.
Una vez realizados los célculos pertinentes, las fracciones liofilizadas fueron resuspendidas

en agua destilada, conociendo asi la concentracion estimada de cada muestra.

Posteriormente, se realizaron los registros electrofisiolégicos de las corrientes evocadas en
los ovocitos sobre los canales de Ca®" al aplicar el protocolo Tout, antes, durante y después

de perfundir la fraccidn a probar en la cdmara de registro.
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VIL7 Efecto de las Fracciones del Veneno de Conus californicus colectadas cada 15

minutos sobre Canales de Ca**

De acuerdo a la estrategia experimental descrita en la Seccién V1.2, fueron probadas las
fracciones mas grandes del veneno total de Conus californicus, sobre los canales de Ca*'
dependientes de voltaje, sobre expresados en la membrana de los ovocitos. Para lograrlo,
primero fueron evaluadas las fracciones colectadas cada 15 minutos del veneno obtenido de

los organismos recolectados en Noviembre del 2005.

En la Figura 22 se presentan los resultados obtenidos al perfundir la fraccion F1, que
comprende de los minutos 5 al 15, en la cdmara de registro. Los registros obtenidos fueron
procesados en dos tipos de graficas: Figura 22A, grafica que muestra los registros de la
corriente evocada (UA) en relacién al tiempo (ms); y Figura 22B, grafica de curva IV que
permite la interpretacién de los datos de la corriente generada (I) en relacién al voltaje

(mV).

De esta manera, en el inciso A se muestran tres trazos que corresponden (de mayor a
menor amplitud) a la corriente maxima generada al aplicar el protocolo Tout, en este caso a
un potencial de +20 mV. El primer trazo fue generado al perfundir solucién Ringer 5 mM
de Ca®*. El segundo trazo (color rojo) fue obtenido al aplicar 1.2 ml (23 M) de la fraccién

F1. En este trazo se observa una disminucién notoria de la corriente con respecto al trazo
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control {o corriente inicial). Por Gltimo, se presenta el trazo obtenido en presencia de

solucién Ringer sin Ca®* generandose corrientes de poca amplitud,

En la Figura 22B se muestra la curva IV que correspondié a las corrientes generadas al
aplicar: 1) solucién Ringer con 5 mM de Ca”™, 2) solucién Ringer con 5 mM de Ca?" mas la
fraccion probada, 3) un lavado con solucién Ringer con 5 mM de Ca**, y por Gltimo 4}
solucién Ringer sin Ca®*. A este respecto, el lavado mencionado en el inciso 3, es realizado
con la finalidad de retirar el remanente de la fraccién previamente agregada y determinar si
hubo recuperacion de la corriente. Por otro lado, para fines practicos s6lo en esta curva IV

se muestra el trazo generado al aplicar solucién Ringer sin Ca®*.
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<4— R5Ca?a+20mV
R5Ca®*+F1

—— R 5 Ca?

—o= R § Ca”" + F1(5-15)
—tree | 3vado

g RZCa”"

Voltaje (mV)

Figura 22. Efecto de la fraccién F1 del veneno total de C, californicus colectado en Noviembre del 2005,
utilizando el protocolo Tout para la generacion de las corrientes. Ei inciso A muestra los registros de las
corrientes evocadas a un potencial de +20 mV con respecto al tiempo (ms); el inciso B muestra la curva 'V
del efecto de la fraccién colectada en los minutos 5 al 15.

De acuerdo a lo mostrado en la Figura 22, se puede apreciar una disminucion significativa
de la corriente evocada al perfundir la fraccién F1 que fue recuperada parcialmente tras
lavar el ovocito con solucién Ringer 5 mM de Ca®". Por otro lado, con los resultados
mostrados en la curva IV anterior, se pueden inferir las caractéristicas electrofisologicas
presentes en los canales de Ca®* sobre expresados en la membrana de los ovocitos; es decir,
un umbral de activacién presentado a -20 mV y una corriente maxima registrada en el sexto

episodio del protocolo aplicado, a +20mV.
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Para conocer los porcentajes de disminucién y de recuperacién de la corriente al aplicar la
fraccién F1, los resultados previamente mostrados en la Figura 22, fueron procesados de
manera que se grafico la corriente evocada a un potencial de +20mV antes, durante y

después de aplicar la fraccién F1, Figura 23.
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R5CaZ* " F1 lavado

pulso a +20 mv

Figura 23. Grifica de barras que indica en porcentaje el efecto de la fraccién F1 del veneno de C.
californicus colectado en Noviembre del 2005, sobre canales de Ca®** dependientes de voltaje. Las barras
negras indican el porcentaje de coriente antes, durante y después de aplicar la Fraccién F1, que comprende
los minutos 5 al 15, en un potencial de +20 mV. Las barras grises estan indicando el porcentaje de
disminucion de la corriente durante y después de haber aplicado la fraccion.

Como se observa en la Figura 23, al agregar 23 uM de la fraccién que contiene los
minutos 5 al 15 (F1), la corriente es disminuida en un 70.38% con respecto a la corriente
inicial. Después de retirarse la fraccion mediante perfusién de Ringer 5 mM de Ca*’, la

corriente inicial es recuperada en un 45%. De esta manera se puede inferir que en la
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fraccidon F1 que comprende los minutos 5 al 15, se encuentra por 1o menos un componente
que tiene accion moduladora sobre canales de Ca**. Por otro lado, al realizar el lavado de la
fraccion F1, la corriente es recuperada en un 45% lo que sugiere que la interaccion del

complejo ligando-receptor es reversible al menos de forma parcial.

A continuaciéon se muestran los resultados obtenidos al analizar la fraccién F2, que
comprende los minutos 15 al 30. En ‘la Figura 24 se presentan los resultados procesados,
de los registros obtenidos, al perfundir 23 uM de la fraccién F2. El inciso A muestra
claramente que en los registros obtenidos al perfundir esta fraccién no se generd ninguna

disminucién de la corriente de los canales de Ca®*.

Consecuentemente, en la curva IV mostrada en el inciso B se observa que la corriente
evocada al aplicar la fraccion F2 practicamente es la misma a la corriente inicial, atin
cuando permanece la fraccién por 200 s en la cdmara de registro. Sin embargo, como se
observa en el trazo correspondiente al lavado (trazo verde), se muestra una disminucién de
la corriente con respecto a la corriente inicial, a pesar de que la cdmara de registro fue
lavada por varios minutos. Como la fraccién permanecié 200 s en la cdmara de registro,
podria descartarse la posibilidad de un efecto de la fraccién sobre la corriente generada en
el lavado, ya que las caracteristicas electrofisioldgicas, como activacién, conductancia e
inactivacién de los canales de Ca?*, son realizadas en un tiempo mucho menor (Hille et
al.,1992). Por lo que este comportamiento podria deberse a un decaimiento de la corriente

del ovocito per se. De esta manera, se consideré que en los minutos 15 al 30 no existe
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ningiin componente detectable con efecto modulador sobre los canales Ca** de cerebro de

rata sobre expresados en la membrana de los ovocitos.

—n—R & Ca*
=R 5 Ca* + F2(15-30)
- lavado

t Normalizada

Figura 24. Efecto de la fraccion F2 del veneno total de C. californicus colectado en Noviembre del 2005. El
inciso A muestra los registros de las corrientes generadas a un potencial de +20 mV con respecto al tiempo
{(ms); el inciso B muestra la curva 'V del efecto de la fraccidn colectada en los minutos 15 al 30,

Posteriormente fue probada la fraccion F3 que comprende los minutos 30 al 45. A este
respecto, la Figura 25 muestra las gréficas de los resultados obtenidos al agregar 62 uM de

la fraceidn F3.
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et R 5 Ca™
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Figura 25, Efecto de a fraccién F3 del veneno total de C. californicus colectado en Noviembre del 2005. El
inciso A) muestra los registros de las corrientes generadas a un potencial de +20 mV con respecto al tiempo
(ms); el inciso B) muestra la curva I/'V del efecto de la fraccion colectada en los minutos 30 at 45.

De acuerdo a lo mostrado en la Figura 25, la fraccién F3 que comprende los minutos 30 al
45, no mostré disminucién de la corriente de los canales de Ca**. De esta manera, se puede
afirmar, que los componentes del veneno, colectados en entre los minutos 30 al 45,
aparentemente no presentan ninguna actividad moduladora sobre canales de Ca®* presentes

en cerebro de rata.

Posteriormente, fue probada la Gltima fraccién de la primer corrida, es decir la fraccion ¥4
comprendida entre los minutos 45 al 60. La Figura 26 muestra los datos procesados de las

corrientes generadas al aplicar 36 pM de la fraccion F4.
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: —®~R5Ca’
12- —a— R 5 Ca*" + F4 (45-60)
’ &= lavado

250n4,

I Normalizada
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Figura 26. Efecto de 1a fraccion F4 del veneno total de C. californicus colectado en Noviembre del 2005. El

inciso A) muestra los registros de las corrientes generadas a un potencial de +20 mV con respecto al tiempo
(ms); el inciso B) muestra la curva I/'V del efecto de la fraccién colectada en los minutos 45 af 60.

En las graficas mostradas, se pudo observar que aparentemente en esta fraccién tampoco se
encuentra un efecto modulador sobre los canales de Ca®*. En la Figura 27, se presenta a
manera de resumen una grafica que indica en porcentaje el efecto obtenido de las

fracciones colectadas cada 15 minutos sobre los canales de Ca*".
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Figura 27. Grafica de barras que muestra la actividad de las fracciones del veneno de C. californicus
obtenidas por HPLC-RP, colectadas cada 15 minutos, sobre los canales de Ca®. En todos los casos, la
corriente maxima fue evocada a un potencial de +20 mV.

Nuestros resultados indican que solo la primer fraccion tiene efecto modulador sobre
canales de Ca®", por lo que podriamos asumir que ¢l resto de las fracciones no contienen
toxinas que afecten estos canales. Sin embargo, de acuerdo a lo demostrado por Snuth
(1990) y Leonard (1987), dentro de los cerebros de rata encontramos mayoritariamente,
canales de los subtipos N, R, y P. Por lo que no se puede descartar la posibilidad de que
dentro de las fracciones F2, F3 y F4 se encuentren toxinas moduladoras de canales de Ca*

de subtipos diferentes a los encontrados en cerebro de rata.




75

En relacién a la concentracién utilizada en estos experimentos, como se mostr6, fueron del
orden uM para las 4 fracciones probadas. Los reportes previos han determinado que la
Concentracion Media Inhibitoria (ICsp) en las w-conotoxinas, son del orden nM y en
algunos otros casos pM. Esto podria hacer suponer que nuestras toxinas son de baja
afinidad. Sin embargo, la mayoria de los ejemplos reportados se refieren a proteinas puras
y sintéticas, por lo que no puede compararse la afinidad mostrada por una toxina sintética o
expresada heterélogamente contra una mezcla de toxinas, como fue nuestro caso. Una
mezcla de toxinas pueden afectar la interaccién ligando-receptor, ya sea por fuerzas
electrostaticas, efectos antagdnicos o impedimento estérico (Chandy et al., 2001; Chandy et
al., 2004). Por lo tanto, puede considerarse que las concentraciones utilizadas estan

subestimadas.

De acuerdo con los resultados mostrados, los ensayos subsecuentes corresponden al
analisis de las subfracciones de la fraccion F1, con la finalidad de delimitar los minutos con

posible accion bloqueadora de CCDV.

VIL8 Efecto de las Fracciones del Veneno de Conus californicus colectadas cada 5

minutos

Para determinar con mayor precisién cuales son las fracciones que presentan la actividad
moduladora sobre los canales de Ca®", fueron probadas las dos subfracciones (fraccién F1.2

y fraccién F1.3) que corresponden a la fracciéon F1. La Figura 28A muestra los registros




76

obtenidos al aplicar 3.7 pM de la fraccion F1.2, comprendida por los minutos 5 al 10. La
Figura 28B presenta la curva IV que contiene los trazos generados de las corrientes

evocadas al aplicar el protocolo Tout.

e R 5§ Ca®*
—a—R 5 Ca® + F1.2(5-10)
g lavado

"l .

0

R S S = +— T
-100 80 60 40 -20 0 20 40 60 80
Volitaje (mV)
Figura 28. Efecto de la fraccion 1.2 del veneno total de C. cafifornicus colectado en Noviembre del 2003,

El inciso A} muestra los registros de las corrientes generadas a un potencial de +4¢ mV con respecto al
tiempo (ms); el inciso B) muestra la curva I/V del efecto de la fraccidn colectada en los minutos 5 al 10,

En la Figura 28B se observa un aumento de la corriente al perfundir la subfraccion F1.2, la
cual aumenta ain después de ser lavada la fraccion de la camara de registro por varios
minutos. Sin embargo, el ensayo fue realizado solo una vez, por lo que no se puede
determinar si este efecto realmente fue producido por la fraccién probada. Por lo que es
necesario realizar mas ensayos para evaluar de forma correcta el efecto mostrado en estos

registros.
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A continuacién se muestra una grafica de barras correspondiente a los datos obtenidos de la
corriente generada a +40 mV al perfundir la fracciéon F1.2 (Figura 29) donde se muestira un
aumento de la corriente de un 17.55% y después de ser lavada la fraccion por varios

minutos se sigue observando un aumento de la corriente en un 41.66%.

160 - o4 inhibicion
140 -
120 -

100 -

% Corriente
2]
Q

F1.2 lavado

pulso a +40mV

R5Ca%

Figura 29. Grafica de barras que indica en porcentaje el efecto de la fraccion F1.2 del veneno de C.
californicus colectado en Noviembre del 2005, sobre canales de Ca®* dependientes de voltaje. Las barras
negras indican el porcentaje de coriente antes, durante y después de aplicar la Fraccién F1.2, que comprende
los minutos 5 al 10, en un potencial de +40 mV. Las barras grises estdn indicando el porcentaje de aumento
de la corriente durante y después de haber aplicado la fraccién.

A pesar de que este ensayo fue realizado solo una vez, no deberia ser subestimado el efecto
de esta subfraccion, debido a que realmente pudiera encontrarse en esta fraccion uno o

varios componentes que tengan efecto potenciador de corrientes de Ca®*. Ya que se
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conocen muy pocos ejemplos en la literatura de moléculas que ejerzan un efecto activador
en las corrientes de Ca**. A continuacion se muestra el cromatograma correspondiente a los
minutos 5 al 10 y la fraccion detectada a 230 nm por HPLC como posible implicada en la

generacion de este efecto (Figura 30),

Figura 30. Cromatograma correspondiente a los minutos 5 al 10 y las fracciones detectadas a 230 nm por
HPLC-RP

En ¢l reporte generado por HPLC, se detectd a 230 nm una sola fraccién que eluye en ¢l
minuto 8, que podria ser la responsable de la actividad mostrada. Sin embargo, la elucién
aparente de un solo componente de la fraccion debe ser validado con una re-purificacién de

la muestra, sumado a la realizacion de los ensayos electrofisiolégicos pertinentes.

Por otro lado, al evaluar el efecto de la subfraccidn F1.3 que comprende los minutos 10 al
15 (Figura 31) se encontré una actividad inhibitoria sobre los canales de Ca®* al agregar

7.8 uM de la fraccion a la cdmara de registro. La Figura 31A muestra los trazos generados
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de los registros obtenidos, de la corriente méxima obtenida a +40 mV, al perfundir solucidn
Ringer 5 mM de Ca®" (trazo negro) y la corriente disminuida considerablemente al
perfundir la solucion Ringer més la fraccion F1.3 (trazo rojo). En la Figura 31B se puede
corroborar que la corriente méxima fue generada a un potencial de +40mV, mientras que su

umbral de activacién es generado a -20 mV.

A B
=t R 5 Ca™*
=R 5 Ca” + F1.3 (10-15)
) e L avado
1,04 o RZC A

1] 4

-

3

“6 J

£0,6-

Q

S |

—0,4-

Voitaje (mv)

Figura 31. Efecto de la fraccion F1.3 del veneno total de C. californicus colectado en Noviembre del 2005.
El inciso A) muestra los registros de las corrientes generadas a un potencial de +40 mV con respecto al
tiempe (ms); el inciso B) muestra la curva I/V del efecto de la fraccitn colectada en los minutos 5 al 15.

Para conocer los porcentajes de disminucion de la corriente de la fraccién aplicada, se

procedié a realizar nuevamente una grafica de barras mostrada en la Figura 32. De esta
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manera, se pudo observar que al aplicar la fraccion F1.3, la corriente fue disminuida en un
38.7% con respecto a la corriente inicial, mientras que al realizarse el lavado de la fraccién,

la corriente fue recuperada en un 82.3%

s

4 o inhibicién

80 A

3
E
S
40 A
§
20 A
Qg -

R5Ca?* Fi1.3 lavado

pulso a +40mV

Figura 32. Gréfica de barras que indica en porcentaje el efecto de la fraccion F1.3 del veneno de C
californicus colectado en Noviembre del 2005, sobre canales de Ca®* dependientes de voltaje. Las barras
negras indican el porcentaje de coriente antes, durante y después de aplicar la Fraccion F1.3, que comprende
los minutos 10 al 15, en un potencial de +40 mV. Las barras grises estan indicando el porcentaje de
disminucion de Ia corriente durante y después de haber aplicado la fraccion.

En base a los resultados mostrados, se puede afirmar que en la fraccién F1.3 se encuentra
por lo menos un componente con posible accién bloqueadora de canales de Ca®*. De
acuerdo con el aislamiento de esta fraccidn, que comprende los minutos 10 al 15 por el

HPLC, en la Figura 33 se observa el cromatograma correspondiente a esos minutos, en
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donde fueron eluidas 4 subfracciones (sefialadas con flechas rojas) que probablemente

estén actuando como moduladores de los canales de Ca®".

Figura 33. Cromatograma correspondiente a los minutos 5 al 10 y las fracciones detectadas a 230 nm por
HPLC-RP.

La seccién del cromatograma mostrada en la figura anterior, permite conocer posibles
caracteristicas bioquimicas de las 4 subfracciones mostradas, ya que estas podrian ser de
naturaleza peptidica debido a que absorben a 230 nm y es en esta longitud de onda en
donde absorben los enlaces peptidicos. Por otro lado, el que las fracciones eluyan en los
primeros minutos del cromatograma permite inferir que presentan caracteristicas
hidrofilicas. Aunque evidentemente para dar validez a esas aceveraciones, es necesario

conocer la secuencia de aminoacidos que componen a las fracciones.
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Posteriormente, fueron analizados algunos de los minutos individuales, comprendidos en la
fraccion F1.3, para poder determinar con mayor exactitud cual fraccién es la responsable

del efecto inhibidor de Ia corriente de Ca®'.

VIL9 Efecto de las Fracciones del Veneno de Conus californicus Colectadas cada 1

Minuto

Por tltimo, fueron evaluados algunos de los minutos individuales que estan presentes en la
fraccion F1.3, con la finalidad de determinar cual fraccion és la implicada en los efectos
moduladores sobre los canales de Ca?*. Primero, fue evaluado el efecto de la fraccién
F1.3.1 que corresponde al minuto 10, segun el reporte .obtenido por HPLC. Al igual que en
los experimentos anteriores los datos obtenidos, al perfundir 0.45 nM de la fraccién F1.3.1,

fueron graficados en una curva IV (Figura 34).
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18- —s— R § Ca*
16] worgmen R 5 Ca”* + F1.3.1(10)

s —4—|lavado

100 80 €0 40 20 O 20 40 60 80
Voltaje (mV)

Figura 34. Curva IV que muestra el efecto de la fraccién F1.3.1 del veneno total de C. californicus, colectado
en Noviembre del 2005.

De acuerdo a la curva IV anterior, la fraccion eluida en el minuto 10, al ser perfundida en la
camara de registro, no disminuy6 la corriente evocada por los canales de Ca”™ que sobre
expresaron en la membrana de los ovocitos. De esta manera, la fraccion F1.3.1 fue
descartada como responsable de la disminucion de las corrientes de Ca?*, por lo que se

procedi6 a evaluar la siguiente fraccion, nombrada F1.3.2, eluida en el minuto 11.

En la curva IV mostrada en la Figura 35, se puede observar que la corriente generada a un
potencial de +40 es disminuida considerablemente al perfundir 3.25 nM de la fraccion
F1.3.2. De esta manera, podemos asumir que esta fraccion eluida en el minuto 11, segin el
reporte obtenido por HPLC, es responsable de modificar la corriente de los canales de ca?.

También se pudo observar como la cotriente evocada, después de retirar la fraccién de la
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camara de registro, es recuperada considerablemente. De esta manera, se puede especular
que el efecto de la fraccion F1.3.2 sobre los canales de Ca®" es reversible, va que la

aparente interaccion del complejo fraccidn-canal, es disociada en minutos.

a—R 5 Ca®*

g R 5 Ca* + F1.3.2(11)
e JvadO

400 €0 60 40 -20 0 20 40 60 80
Voltaje (mV)

Figura 35. Curva IV que muestra el efecto de la fraccién F1.3.2 del veneno total de C. californicus, colectado
en Noviembre del 2005.

La Figura 36 presenta una grafica de barras que corresponde al porcentaje de disminucion
de la corriente al perfundir la fraccion F1.3.2 y el porcentaje resultante del lavado de la

fraceion.
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Figura 36. Grifica de barras que indica en porcentaje el efecto de la fraccion F1.3 del veneno de C.
californicus colectado en Noviembre del 2005, sobre canales de Ca®* dependientes de voltaje. Las barras
negras indican el porcentaje de coriente antes, durante y después de aplicar la Fraccién F1.3, que comprende
los minutos 10 al 15, en un potencial de +40 mV. Las barras grises estin indicando el porcentaje de
disminucion de la corriente durante y después de haber aplicado la fraccion.

En la Figura 36 se muestra que la fraccién F1.3.2 es capaz de disminuir la corriente de los
canales de Ca®" en un 66.67%, sin embargo cuando la fraccion es retirada mediante el
lavado de la camara de perfusion, la corriente se recuperd hasta el 80% de la corriente
inicial. En la Figura 37 se presenta parte del cromatograma obtenido a partir del
aislamiento de las fracciones mediante HPLC, en donde se indica con una flecha roja la
posible fraccién implicada en la modulacién de la corriente de los canales de Ca?*. Sin
embargo, como se pudo observar, parte de la fraccion implicada es eluida desde el minuto
10. Esto nos sugiere que probablemente no se encuentre solo un componente dentro de esta

fraccién, ya que en el ensayo anterior, mostrado en la Figura 34, que comprende al minuto
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10, no presenté efecto alguno sobre la corriente de los canales de Ca®. Esto sugiere la
necesidad de re-purificar esta fraccién para poder validar esta premisa y realizar los

ensayos pertinentes con las posibles subfracciones.

Figura 37. Cromatograma que muestra la fraccion eluida en el minuto 10 y 11 detectada a 230 nm por
HPLC-RP. La division de los minutos 10 y 11 eluidos esta indicado con una linea punteada verde.

A manera de resumen, la Tabla III muestra los resultados obtenidos de las diferentes
fracciones evaluadas, asi como también la actividad que presentaron (en porcentaje), la

cantidad que se utilizé en cada una de ellas y el porcentaje de disminucién de la corriente.
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Tabla TH. Resumen del efecto de las fracciones del veneno total de Conus californicus obtenidas por HPLC
sobre los canales de Ca®* sobre expresados en la membrana de los ovocitos. El veneno pertenece a la colecta
de los especimenes de Noviembre del 2005. Los ensayos electrofisolégicos mostrados en la tabla fueron
realizados utilizando la técnica de Control de Voltaje por dos Electrodos.

Ia corriente

F2 (15-30) 0
F3 (30-45) NO 62 0
F4 (45-60) NO 36* 0
F1.2 (5-10) NO 3.7% 0
F1.3 (10-15) SI 7.8% 38.7
F1.3.1 (10) NO 0.45* 0
F1.3.2 (1D SI 3.25% 66.67

Se¢ ha determinado que las w-conotoxinas presentas secuencias con altos porcentajes de
aminodcidos hidrofilicos (Saccomano et al., 1994; Lew et al., 1997). Esto concuerda con
nuestros resultados ya que la toxina que mostré efecto inhibitorio sobre los canales de Ca®*
fue cluida en los primeros minutos del cromatograma cuando el programa se encontraba
con un incremento de acetonitrilo del 5 al 10%, por lo que puede inferirse que nuestra

toxina de igual manera que las w-conotoxinas, es de naturaleza hidrofilica.

Por otro lado, la fraccién con efecto inhibitorio sobre canales de Ca®*, mostr6 en todos los
casos ser una molécula que presenta un efecto reversible con su receptor. Ya que la
corriente fue recuperada en un 69.1% en promedio. Haciendo una analogia de este
resultado, en las ciencias farmacéuticas, la reversibilidad del complejo ligando-receptor, es
una caracteristica muy importante en el desarrollo de moléculas con potencial para ser

nuevos farmacos. Se cree que la lenta disociacion del complejo ligando-receptor puede




88

provocar grandes efectos secundarios en ensayos preclinicos. Esta es una razén por lo que
la @-CTx-GVIA no es un buen candidato terapéutico y solo es utilizada para estudios de
caracterizacion de canales de Ca?* (Nielsen et al.,, 2000). En el caso de la w-CTx-MVIIA,
se ha demostrado que el efecto de reversibilidad del complejo ligando-receptor no es un
efecto reproducible en todos los estudios, por lo que se a especulado, que esta podria ser
una razon de los efectos secundarios provocados en algunos pacientes con dicho

tratamiento (Thompson ef al., 2006) .

Debido a la importancia de corroborar en otro sitema celular el efecto observado sobre
canales de Ca”", se utilizé neuronas en cultivo de ganglios de la raiz dorsal de ratas y
registros electrofisiol6gicos de corrientes de Ca®*, A este respecto, se analizé la fraccién
que corresponde a los minutos 10 al 15, y la fraccién individual correspondiente al minuto
13. La decision de analizar esta dltima fraccion es debido a que aparentemente, como se

muestra en el cromatograma, es una fraccién individual de alta concentracion.

Se registraron un total de 21 células, de las cuales a 12 se le perfundi6 la fracciéon 10-15 a
una concentracion de 25 pg/ml. Y a 9 se les aplicé la fraccion 13 a una concentracién de 20

pug/mi.

La fraccioén 10-15 aplicada sobre 12 células mostr6 un efecto modulador sobre la corriente
de Ca®" al bloquear parcialmente esta corriente, con una reduccién promedio de la amplitud

de la corriente de 26.4% y seguido de una recuperacién de la corriente del 92%
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aproximadamente (datos no mostrados). Posteriormente, fue probada la fraccién 13 sobre
la corriente de Ca?'. En la Figura 38 muestra el efecto generado en la corriente de Ca™* al
reducir su amplitud en un 31% con respecto al control. La fraccién 13 fue aplicada a 9
células donde en promedio se redujo la corriente un 21.8%, observandose una recuperacion

parcial después de ser lavada la fraccion.

Aplicando Fr 13

05nA

Control
100ms

Figura 38. Efecto de la fraccion Fr 13 sobre las corrientes de Ca®". La figura muestra un trazo tipico de la
corriente de Ca®*. El trazo negro corresponde al control y el trazo rojo corresponde a la corriente generada
tras aplicar la fraccién.

En la Figura 39, se muestra el porcentaje de disminucion de la corriente con respecto al

control, donde se evidencia ¢l efecto inhibitorio de la corriente de Ca®* producido tras la
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perfusion de la fraccién F1.3 y la fraccion individual correspondiente al minuto 13, segiin

el reporte obtenido por HPLC.
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Figura 39. Grafica de barras que muestra el porcentaje de corriente disminuida (en color gris) por efecto de

las fracciones F1.3 (FN (10 al 15)) y por la fraccion Frl13, aplicadas de forma individual a la camara de
registro.

Las Figuras 38 y 39 muestran que las fracciones del veneno total de Conus californicus,
conservan el efecto bloqueador de corrientes de canales de Ca®* en ambos sistemas. Sin
embargo, en el segundo modelo, el efecto modulador de las fracciones evaluadas mostrd
ser inferior al observado en el primer modelo. Cabe mencionar que los venenos utilizados
no pertenecen a la misma colecta. Para el modelo de ovocito se empled un veneno

colectado en 2005 y para el modelo de ganglio de la raiz dorsal se utiliz6 un veneno
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colectado en 2006. A este respecto, Juarez en 2005, relacioné las posibles diferencias en la
composicion de los venenos, a aspectos como ¢l estadio de los organismos colectados, el
sex0, la temporada de reproduccion (aunado a factores fisicos externos como la
temperatura del agua) y el tipo de alimento que pudieron haber ingerido los organismos
antes de su colecta. Todos estos parametros en conjunto podrian influir en el cambio de los

componentes del veneno y por consiguiente en la variacion de la actividad bloqueadora

(Juarez 2005).

Por otro lado, no podemos descartar la posibilidad de que los canales expresados en ambos
modelos sean diferentes, atin cuando en ambos casos se trate de canales de Ca®". También
existe la posibilidad de una variacién en la coexpresién de la subunidad ¢ en relacion con
las subunidaddes accesorias, lo que estaria proporcionando caracteristicas
electrofisiologicas diferentes en los canales de Ca®* expresados en cada uno de los sistemas
celulares empleados. Ademas, como se explicé en la seccion VI.6.3, las corrientes
acarreadas a través de los canales de Ca®" son por lo regular de poca amplitud (del orden de
nA) como se muestra en la Figura 38, mientras que al emplear el primer sistema celular
utilizando el protocolo de actilvaci(’)n de los canales de CI" se esta amplificando las
corrientes acarreadas a través de los canales de Ca®* (del orden de pwA). Esto podria

explicar la disminucién aparente en la actividad en la F1.3.

Por otro lado, los estudios realizados por Biggs y colaboradores, determinaron las

secuencias de algunas fracciones de los componentes del veneno de Conus californicus. De
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acuerdo a las caracteristicas en la metodologia descrita por ellos, al realizar 1a purificacién
por HPLC de los componentes del veneno es muy probable que la fraccion Fr13 aqui
caracterizada electrofisiologicamente, sea una de las secuencias presentadas en su trabajo
(Biggs, comunicacién personal). Por lo que a continuacién se presenta la secuencia

probable de la fraccién eluida en el minuto 13 de nuestro reporte obtenido por HPLC.

NCPAGCRSQGCCM

Evidentemente, las caracteristicas mostradas de este péptido de 13 aminoécidos (sin
modificaciones post-transduccionales) difiere totalmente de lo previamente descrito como
caracteristicas generales de las w-conotoxinas. Por lo que puede inferirse que se trata de

una nueva familia de conotoxinas, tal vez especifica para la especie Conus californicus.
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VHI. CONCLUSIONES

La forma empleada para fraccionar los componentes del veneno de Conus californicus, es
rapida y eficiente para la identificacién de la toxina con efecto inhibitorio sobre canales de
Ca”*. Si las fracciones se hubieran colectado minuto por minuto, hubiera sido un proceso

muy largo y poco préctico para poder llegar a nuestros resultados.

El uso de ovocitos de Xenopus laevis como modelo de estudio para evaluar corrientes de
Ca®", es una opcién viable dada la complejidad que presenta la expresion heteréloga de
canales de Ca®" unitarios. Estas células presentan grandes ventajas al ser manipuladas, por
lo que nos fue fécil realizar la transfeccion del ARNm de cerebros de rata al ovocito y asi

lograr la expresion heteréloga de canales de Ca®*en los diferentes ensayos.

La caracterizacion electrofisiologica del veneno de Conus californicus es una parte
fundamental al evaluar los efectos posibles de sus toxinas sobre canales idnicos, ya que
esta es una forma certera de determinar las interacciones de los complejos fraccién-canal, y
asi evalvar las propiedades de las toxinas probadas. Esto permite identificar varias

fracciones con la capacidad para modular los canales de Ca®".

. s, . ;. . . PP . +
La caracterizacién bioquimica de la toxina con efecto inhibitorio sobre canales de Ca®
sirve para conocer la secuencia de aminogcidos que conforman la secuencia primaria, y

permite realizar una comparacién con las secuencias de las w-conotoxinas ya descritas en
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la literatura. Esto nos ayudo en gran manera para poder inferir que probablemente hayamos

encontrado una nueva familia de conotoxinas que bloqueen canales de Ca”*.
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IX. PERSPECTIVAS

Para comprobar que la toxina caracterizada posee realmente un efecto modulador sobre
canales de Ca™, se realizar4 la sintesis quimica. Debido a que no se conoce el patrén de
enlaces disulfuro, se unira la Cys 1 con la Cys 3 y la Cys 2 con la Cys 4. Paralelamente,
deberd sintetizarse con un patrén de enlaces disulfuro 1-4 y 2-3. Con estas dos proteinas

sintéticas, se realizaran ensayos clectrofisiolégicos.

Realizar mutaciones sitio dirigidas en la conotoxina bloqueadora de canales de Ca®™ y
evaluarla electrofisiologicamente para determinar los aminoécidos clave en la interaccién

toxina-canal.

Caracterizar electrofisiologicamente [os canales de Ca®* presentes en el ARNm de cerebros

de ratas asi como los encontrados en ganglios de la raiz dorsal de rata.

Realizar mas ensayos electrofisologicos a la fraccion F1.2 para dar validez a la premisa de
una nueva toxina activadora de corrientes de Ca®*. Asimismo, obtener la secuencia de este
péptido para realizar ensayos en modelos biolégicos para determinar si tienen alguna

actividad in vivo.

Determinar ctales son los factores que ocasionan la variabilidad y potencia en el veneno de
Conus californicus, evaluando diferentes parametros como la alimentacién, etapa de vida y

temporada del afio en que se colecten los organismos.
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ANEXO 1
_ Solucién ~ Compuesto - Porcentaje .
s " final en la soluei6n
A Acido trifluroacético 0.12
H,0 destilada 99.88
ANEXO 2
Solucién - - . Compuesto = .~ . Porcentaje¢
' Lo ~ final en la solucion
B Acido trifluroacético 0.1
Acetonitrilo 99.9
ANEXO 3
Solucién - Compuesto Concentracion
D Tiocianato de guanidina a4M
Citrato de sodio 25 mM
sarcosyl 5%
B-mercaptoetanol ¢.1M
Agua tratada con dietil
pirocarbonato
ANEXO 4
Solucién Compuesto Concentracion
Amortiguador Tris-HCI 10mM
E Agua tratada con dietil

(pH 7.6) pirocarbonato




103

ANEXO 5§
Solucién Compuestio Concentracién
Amortiguador Tris-HCI 10mM
A NaCl 0.5M
{pH 7.6) Agua tratada con dietil
pirocarbonato
ANEXO 6
Solucién -~ Compuesto Concentracion
Amortiguador Tris-HCI (pH 7.6) 20 mM
Ax2 NaCl 1M
Agua tratada con dietil
pirocarbonato
ANEXO 7
Solucién - .~ Compuesto - Concentracion . .
Medio Barth NaCl 838 mM
pH 7.4 KCl 1 mM
NaHCO; 2.4 mM
Ca(NOs), 0.33 mM
CaCl, 0.41 mM
MgSO, 0.82 mM
HEPES 5mM
gentamicina 70 ug/ml
ANEXO 8
Solucién Compuesto Concentracion
Ringer
Normal NaCl 115 mM
pH7 KCl 2mM
CaCl, 1.8 mM
HEPES 5 mM
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ANEXO Y
Solucién Compuesto Concentracion
Ringer SmM
pH7 NaCl 115 mM
KCi 2 mM
CaCl, 5 mM
HEPES 5 mM
ANEXO 10
Solucién Compuesto Concentracion
Ringer s/ Ca™"
NaCl 115 mM
KCl1 2 mM
HEPES 5 mM
ANEXO 11
Solucion Compuesto Concentracion
mg/ L
Medio de cultivo
de Leibovitz
Glicina 200
L-alanina 225
L-arginina 500
L-asparagina 250
L-cisteina 120
L-glutamina 300
L-histidina 250
L-isoleucina 250
L-leucina 125
L-lisina 75
L-metionina 75
{-fenilalanina 125
1-serina 200
L-treonina 300
L-triptofano 20
L-tirosina 300
L-valina 100

cloruro de colina
panttotenato de calcio

acido folico

1
1
1
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inositol 2
niacinamida 1
hidrocloruro de 1
piridoxina
riboflavina 0.1
monofosfato de tiaming 1
CaCl, 140
MgCl,; 93.7
KH,POy 97.67
KCl 400
KH,PO, 60
NaCl 3000
Na,HPO, 190
D-galactosa 900
piruvato de sodio 550
ANEXO 12
Solucidn Compuesto Concentracion
Solucion de
disociacién colagenasa 0.125 mg/mi
tripsina 0.125 mg/ ml
ANEXO 13
Soluecion Compuesto Concentracién
Medio de cultivo
de Leibovitz suero fetal bovino 10%
modificado penicilina 500 U1
fungizone 2.5 pl/mi
NaHCO; 15.7 mM
HEPES 15.8 MM

ANEXO 14




Solucion Compuesto Concentracién
extracelular
pH 7.4 CaCl; 10mM
ajustado CsCl SmM
con HCI MgCly 1.2 mM
HEPES 10 mM
TEA-Cl 125 mM
4-AP 10 mM
ANEXO 15
Solucion Compuesto Concentracion
intracelular
pH 72 CaCl, 0.134 mM
ajustado CsCl 140 mM
con CsOH HEPES 5 mM
: TEA-C1 10 mM
EGTA 10 mM
MgATP 2mM
NaGTP 1 mM
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