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Resumen de la tesis de Johanna Bernaldez Sarabia, presentada como requisito
parcial para la obtencion del grado de Doctor en Ciencias en Ciencias de la Vida
con orientacion en Biotecnologia Marina.

Aislamiento y caracterizacién de toxinas de caracoles marinos del género Conus
con actividad en Mycobacterium tuberculosis

Resumen aprobado por:

Dr. Alexei Fedoérovish Licea Navaro

La enfermedad de la tuberculosis es considerada la causa principal de muerte por
un solo agente infeccioso (Mycobacterium tuberculosis). Se estima que la tercera
parte de la poblacion mundial es portadora del bacilo de la tuberculosis (WHO
Report 2006). En el afio 2011, Baja California reporté el mayor numero de
defunciones en el pais por TB pulmonar. La permanencia de esta micobacteria a
través de la historia, se puede vincular a la quimioterapia actual, que ha resultado
ser una profilaxis muy compleja, con la administracion de 4 farmacos por un
periodo de 6 a 8 meses. Por lo tanto, este proyecto se enfocd en la busqueda de
moléculas de origen marino con potencial para su futura aplicacién en la terapia
contra la tuberculosis. Se realiz6é la caracterizacion bioquimica y biolégica de los
venenos de los caracoles C. californicus, C. ximenes y C. regularis. Donde fueron
identificados dos moléculas de origen proteico que lograron inhibir el crecimiento in
vitro del bacilo, nombradas xm1a y cal26a, aisladas de C. ximenes 'y C. californicus,
respectivamente. Los resultados mostraron que cal26a logra inhibir a la cepa
H37Rv con una MIC de 4.08 ug/ml, mientras que xm1a presenté una MIC de 44.12
Mg/ml. Las caracteristicas de la estructura primaria de cal26a, indican que contiene
4 enlaces disulfuro, 4 prolinas modificadas y su C-terminal amidado. Esta
complejidad estructural dirigié el trabajo a su clonacién empleando la técnica
RACE, para conocer el gen completo con la intencién de identificar la region del
propéptido que pudiera orientar a conocer el plegamiento nativo de la conotoxina.
En este trabajo se clasific6 a cal26a como miembro de una nueva familia que
pertenece a la superfamilia —O. Para xm1a, se observd una estructura menos
compleja, con 2 enlaces disulfuro, y la amidacién del C-terminal. Por lo tanto, la
sintesis quimica de la molécula fue la mejor opcidén para obtenerla en grandes
cantidades que nos permitiera realizar un ensayo preeliminar de tuberculosis
progresiva en un modelo murino. Los resultados indican que xm1a inhibe el
crecimiento de la cepa H37Rv significativamente al segundo mes de tratamiento.
Lo que colocan a xm1 como nuestro mejor candidato para futuros estudios,
enfocados en su incorporacién al tratamiento con antibiéticos convencionales para
evaluar su actividad sinérgica y su comportamiento en cepas MDR.

Palabras clave: conotoxina, tuberculosis, farmacos anti-tuberculosis.
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Abstract of the thesis presented by Johanna Berndldez Sarabia as a partial
requirement to obtain the Doctor of Science degree in Life Sciences with orientation
in Marine Biotechnology.

Isolation and characterization of toxins from marine snails of the genus Conus with
activity in Mycobacterium tuberculosis

Summary accepted by:

Dr. Alexei Fedoérovish Licea Navaro

Tuberculosis disease is considered the leading cause of death from a single
infectious agent (Mycobacterium tuberculosis). It is estimated that one-third of the
world population carries the tuberculosis bacillus (WHO Report 2006). In 2011, Baja
California reported the largest number of deaths in the country for pulmonary TB.
The permanence of this mycobacteria through history can be linked to current
chemotherapy, which has been proven to be a very complex prophylaxis with 4
drugs administration for a period of 6 to 8 months. Therefore, this work focused on
the search for marine molecules with potential for future application in tuberculosis
therapy. We performed biochemical and biological characterization of the venoms of
snails C. californicus, C. ximenes and C. regularis. Two molecules of protein origin
were identified, which were able to inhibit the in vitro growth of bacilli and named
xm1a and cal26a, these proteins were isolated from C. ximenes and C. californicus,
respectively. The results showed that cal26a inhibits to H37Rv strain with a MIC of
4.08 ug/ml, while xm1a provided a MIC of 44.12 ug/ml. Primary structure of cal26a
shows 4 disulfide bonds, 4 modified prolines and C-terminal amidated. This
structural complexity led to cloning work using RACE technique, to determine the
complete gene identifying the propeptide region that could orient to know the native
folding of conotoxin. In this work, cal26a was classified as a new family member
that belongs to superfamily —O. For xm1a, there was a less complex structure, with
two disulfide bonds and a C-terminal amidation. Therefore, chemical synthesis of
this molecule was the best choice for obtaining large quantities to conduct a
preliminary test of progressive tuberculosis in a murine model. The results indicate
that xm1a inhibits growth of strain H37Rv significantly after two months of
treatment. This placed to xm1a as our best candidate for future studies focused on
inclusion of this peptide to the conventional antibiotic therapy to assess their
synergistic activity and behavior on MDR strains.

Keys words: conotoxin, tuberculosis, anti-tuberculosis drugs.
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1. Introduccion

La tuberculosis (TB) es una de las patologias infecciosas mas antiguas de la
historia humana. Es considerada la causa principal de muerte por un solo agente
infeccioso (Mycobacterium tuberculosis) y la segunda después del SIDA (Frieden et
al., 2003).

Se estima que la tercera parte de la poblacion mundial es portadora del bacilo de la
tuberculosis (WHO Report 2006), causando unos dos millones de fallecimientos
anuales. Aunque la TB tiene mayor incidencia en paises poco desarrollados,
ninguna regién del mundo se encuentra exenta de la presencia de infecciones
causadas por la micobacteria. La Secretaria de Salud en México informé que el
Estado con mayor incidencia de casos de tuberculosis pulmonar es Baja California
(Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, 2012). Cabe senalar que Baja
California triplica la tasa nacional (14.5) con una morbilidad de 43.5 por cada 100
mil habitantes, figura 1. En el ano 2011, Baja California reporté el mayor numero de

defunciones en el pais por TB pulmonar.



Incidencia de tuberculosis pulmonar, México 2011
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Figura 1. Grafica que muestra la morbilidad por tuberculosis pulmonar en México (2012).
Recuperado y modificado de www.programassociales.org.mx/sustentos/Veracruz834/archivos
/Situacion-de-la-TB-en-Veracruz

La quimioterapia actual ha resultado ser una profilaxis compleja, mediante el uso
de 5 6 6 farmacos administrados de forma conjunta por periodos de 6 a 8 meses de
tratamiento. En este contexto, la informacién del Instituto de Servicios de Salud
Publica del Estado de Baja California (Isesalud) indica que las muertes por este
padecimiento van en aumento (http://www.saludbc.gob.mx/wp-
content/uploads/2011/02/IMSS_070 08 EyR.pdf). Tomando los ultimos datos del

2011, se ha registrado un total de 1759 muertes a causa de la tuberculosis

pulmonar. Ese afio, México reportd una tasa nacional de 1.6 por cada 100, 000
habitantes, donde especificamente Baja California reporté una tasa de 5.99. En
este contexto, podemos aseverar que existe una necesidad urgente de descubrir y
desarrollar nuevos farmacos contra la TB, que sean dirigidos hacia nuevos blancos

moleculares que controlen procesos vitales de la micobacteria.
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Por otro lado, los organismos que emplean venenos como parte de su defensa
natural contra sus depredadores o para la captura de sus presas, presentan un
repertorio muy amplio de toxinas contenidas en sus venenos. En la actualidad, se
ha dado gran relevancia al estudio de estas toxinas como fuente potencial en el
desarrollo de nuevos farmacos. Principalmente, esto se debe a que cada uno de
los componentes de los venenos presentan funciones bioldgicas distintas, y en
muchos casos, son dirigidos especificamente a isoformas de sus blancos
moleculares, como canales idnicos o receptores de membrana (Terlau & Olivera,
2004; Xie et al., 2003). Debido a lo anterior, este proyecto esta enfocado a la
busqueda de moléculas de origen marino con potencial para su futura aplicacién en

la terapia contra la tuberculosis.



2. Antecedentes

2.1 Biologia de las micobacterias

La caracteristica morfolégica mas sobresaliente del género Mycobacterium, es
atribuida a su envoltura celular. Como se muestra en la figura 2 la envoltura celular
estd compuesta por una membrana plasmatica, una pared celular y una membrana
externa (o capsula, en el caso de especies patdégenas). La membrana plasmatica
presenta la peculiaridad de contener algunos lipopolisacaricos, comunes en todos

los actinomicetales (Mahapatra, 2005).

Glicolipidos

Acidos micolicos

o

arabinogalactanos \’;E Y
Pared Celular

* Lipoarabinomananos

Péptidoglicano

Figura 2. Envoltura celular de las micobacterias. Estd compuesta de una membrana interna,
una pared celular compuesta de peptidoglicanos, arabinogalactanos y acidos micolicos; asi
como una membrana externa o capsula de 9-10 nm de grosor, compuesta de glucanos,
arabinomananos y mananos. Modificado del Chartterje (1997) p. 581.

La constitucion de la pared celular de M. tuberculosis es una de las mas complejas
entre las procariotas. Es dos veces mas gruesa y fuerte que la de las bacterias
Gram positivas y constituye una verdadera coraza lipidica, dificiimente penetrable,

que otorga a la micobacteria su tipica resistencia a la accién del alcohol y los
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acidos (Madigan et al., 1999). Consiste de un esqueleto conformado por
peptidoglicanos que estan unidos mediante enlaces covalentes a un polimero de
arabinogalactanos. A su vez, los arabinogalactanos se encuentran unidos mediante
enlaces covalentes a acidos micolicos, compuestos de largas cadenas de 60 a 90
atomos de carbono. A este respecto, se ha demostrado que los acidos micdlicos
forman una barrera protectora altamente eficiente, confiriéndole a la micobacteria,
su tipica resistencia a la mayoria de los antibi6ticos, agentes quimioterapéuticos y
desinfectantes quimicos (Brennan et al., 1995). A la fecha, los acidos micdlicos
producidos por las micobacterias son los acidos grasos mas largos identificados en
la naturaleza. El complejo lipido-polisacarido-peptidoglicano, proporciona el

caracter hidrofdbico a la superficie de la célula.

La capsula comprende del 2 al 3% de peso seco de la micobacteria. Los
componentes individuales son polisacaridos (como glucanos, arabinomananos,
mananos y xilanos), proteinas de gran numero de especies moleculares, y en
menor cantidad algunos lipidos (Ortalo et al.,, 1995). Se ha sugerido que estos
constituyentes de la capsula, pueden ser modificados después de una infeccion de
la micobacteria en una célula hospedera como mecanismo de proteccion (Abdallah
et al., 2007).

2.2 Proteinas de transporte en micobacterias

La compleja organizacién de la envoltura celular de las micobacterias, actua como
barrera impidiendo que la mayoria de los agentes antimicrobianos sean capaces de
difundirse a través de la membrana celular. Por lo tanto, los movimientos de casi
todos los iones y moléculas a través de la membrana celular, son mediados por las
proteinas transportadoras como las porinas, canales mecano sensibles de alta
conductibilidad (MscL) y proteinas de influjo/eflujo, que se encuentran embebidas
en los diferentes niveles de las membranas y pared celular de la micobacteria,

favoreciendo la viabilidad celular (Niederweis et al., 2010; Yefimov et al., 2008).

Las porinas en el género Mycobacterium fueron descubiertas cuando se observé la
difusién de azucares y aminoacidos dentro de vesiculas lipidicas, después de la

reconstruccion de una pared celular del extracto de M. chelonae (Trials et al.,
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1992). Posteriormente, la proteina fue purificada demostrando su actividad como

canal.

Las porinas de M. tuberculosis son esenciales en la captura de nutrientes y son
consideradas como proteinas clave en el influjo de farmacos hidrofilicos. Esto es
importante debido a que 3 de los 4 farmacos antifimicos de primera linea (isonizida,

etambutol y pirazinamida), son moléculas pequefias e hidrofilicas (Lambert, 2002).

La MspA es la porina mas abundante en Mycobacterium smegmatis, actuando
como intercambiador de solutos hidrofilicos a través de la pared celular. La porina
MspA posee una estructura tretamérica con un poro central de 10 nm de longitud.
El canal esta constituido principalmente por hojas beta plegadas antiparalelas, lo
que le proporciona una mayor estabilidad en relacion a todas las porinas conocidas

en las bacterias Gram negativas (Heinz et al., 2003).

Una proteina transmembranal relacionada a bacterias Gram negativas y de la cual
se ha encontrado su homdlogo en micobacterias es la porina OmpA, denominada
OmpATDb. En relacion a esta porina, diversos estudios han evidenciado una fuerte
induccion de la transcripcion del gen ompATb a pH bajo (30 veces) y en
macrofagos (5 veces). Esto sugiere que la acidificacién del fagosoma es la sefial
que acelera el mecanismo de defensa dependiente de OmpATb, presente en M.
tuberculosis. De esta manera, la porina OmpATb es una de las proteinas
consideradas como factor virulento asociado a la membrana externa de la

micobacteria (Raynaud et al., 2002).

Otro de los canales presentes en micobacterias es el canal mecanosensible de alta
conductibilidad (MscL), mostrado en la figura 3. Los canales mecanosensibles son
proteinas ubicuas ampliamente distribuidas en bacterias asi como organismos
superiores. La implicacion de estos canales posibilita a las células a responder
frente a estimulos como el sonido, tacto, gravedad y presion (Chang et al., 1998).
Varios estudios han confirmado la importancia de este canal para la
osmorregulaciéon en bacterias. Una bacteria expuesta a un cambio osmotico

considerable incrementa la tensidon de la membrana, lo que lleva a la lisis celular a
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menos que el gradiente osmaético pueda ser revertido. Bajo estas circunstancias, el
canal mecanosensible permite el transporte de potasio y otros osmoprotectores
para ser excretados por la célula (Blount et al, 1997; Ou et al., 1998; Ajouz et al.,
1998). En E. coliy B. subtilis la expresion del canal es inducida en respuesta a alta
concentracion de sal y al inicio de la fase estacionaria, anticipando cambios

osmoticos (Haswell et al., 2011).

Figura 3. Estructura tridimensional del canal MscL presente en la membrana de
Mycobacterium tuberculosis. A la izquierda se muestra una vista lateral y a la derecha se
observa una vista frontal del canal MscL. De Chang et al., (1998) 2223 p.

La organizacién estructural del canal mecanosensible en M. tuberculosis
comprende una estructura homopentamérica de 85 A de longitud. Cada subunidad
de 151 residuos esta constituida por dos a hélices transmembranales (TM1 'y TM2)
de 50 A de largo y una o hélice citoplasmatica que se extiende 35 A por debajo de
la bicapa (Finney et al, 2001). Las hélices TM1 estan arregladas para bloquear la
difusién a través del canal en sus extremos amino; esta region también exhibe
secuencias altamente conservadas. Una region de cruce (o loop, en inglés) entre
TM1 y TM2 se extiende en el poro, lo cual puede contribuir a la conductividad del
canal. La estructura del poro del canal exhibe similitud a lo reportado para el
receptor nicotinico de acetilcolina (hnAChR, por sus siglas en inglés). Donde la TM1
del MscL y la M2 del nAChR presentan similitud en la orientacion,

empaquetamiento de la hélice y angulo de inclinacion (Chang et al., 1998). La
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escision de los dominios citoplasmicos tiene poco efecto en la apertura del canal
(Ajouz et al., 2000; Gullingsrud et al., 2001).

2.3 Farmacos antifimicos en uso

La quimioterapia frente a la TB comenzé en los afios 40 del siglo pasado, con el
descubrimiento de agentes terapéuticos como la estreptomicina (abreviada como
ST, descubierta en 1944), la isoniazida (INH, 1952), la pirazinamida (PZA, 1952), el
etambutol (EMB, 1961) y la rifampicina (RIF, 1966). Estos agentes terapéuticos en

conjunto, lograron a convertir a la tuberculosis en una enfermedad controlable.

Actualmente, la quimioterapia de la TB se ha ido complicando, especialmente por la
presencia de cepas Resistentes a Multiples Drogas (MDR). Que por definicién se
refiere a las cepas que son resistentes a farmacos como INH y RIF, lo que dificulta
y alarga el tratamiento administrado. En general, los farmacos utilizados para el
tratamiento incluyen a agentes de amplio y de reducido espectro, asi como
combinaciones de varios medicamentos que pueden llegar a ser hasta cinco,

dependiendo del tipo de infeccidn.

Los farmacos antifimicos suelen agruparse en dos bloques principales:

1) Agentes de primera linea: isoniazida (INH), rifampicina (RIF), pirazinamida
(PZA), etambutol (EMB) y estreptomicina (ST).

2) Agentes de segunda linea: etionamida (ETH), acido p-aminosalicilico (PAS),
cicloserina (CS), capreomicina (CPR), kanamicina (KAN), clofazimina (CFZ),
ofloxacino (OFL) rifabutina (RFB) y por ultimo, rifapentina (RFP).

La clasificacién anterior se basa en la eficacia, potencia y efectos secundarios de
los farmacos. Por lo tanto, un farmaco es considerado de segunda linea por ser
menos efectivo que los agentes incluidos en el primer bloque; por presentar
mayores efectos secundarios; o por no encontrarse disponible en paises

desarrollados.

A pesar de que estos agentes terapéuticos han sido administrados a los pacientes

con tuberculosis por muchos anos, en la década pasada con la determinacion del
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genoma de M. tuberculosis, se proporcionaron los conocimientos fundamentales

para entender los mecanismos de accién, como se muestra en la figura 4.

. Sintesis de pared celular
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Figura 4. Farmacos antifimicos de primera linea y los mecanismos de accion. La INH es un
profarmaco, que penetra por difusion, inhibiendo la sintesis de los acidos micdlicos presentes
en la pared celular de la micobacteria. El mecanismo de accion de EMB no esta bien
identificado pero se ha postulado que interfiere en la sintesis de los arabinogalactanos,
presentes en la pared celular. Para la PZA solo se ha demostrado que depende de una amidasa
bacteriana para ser activada y es altamente especifica contra TB. La RIF atraviesa la pared
celular de la micobacteria y se une a la ARN polimerasa perturbando la sintesis del ARN
bacteriano de forma selectiva. Modificado de http:/www.niaid.nih.gov/SiteCollection
Images/topics/tuberculosis/tb1.jpg

2.4 Nueva generacién de farmacos anti-tuberculosis

En los ultimos 30 afos no se han adicionado nuevas moléculas como farmacos, a
la listas de antifimicos. Considerando que la tuberculosis humana sigue siendo una
de las causas principales de muerte en el mundo. Esto ha provocado que en anos
recientes se hayan propuesto nuevas estrategias rapidas y seguras para la
evaluacion de nuevos farmacos. Algunas de estas moléculas ya se encontraban en
el mercado como antibacterianos pero nunca antes habian sido expuestas a cepas

micobacterianas. Otras mas son moléculas nuevas de origen natural, que han sido
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evaluadas como posibles candidatos a farmacos antituberculosos. A continuacion
se muestra una tabla donde se enlistan algunos de los farmacos anti-TB
convencionales, asi como los farmacos recientemente aprobados y los que se

encuentran en ensayos clinicos (tabla 1).

Tabla 1. Lista actualizada de farmacos antifimicos convencionales: de primera y segunda linea.
Se incluye a los fArmacos recientemente aprobados y los que se encuentran en ensayos clinicos.
Se enlista el nivel de actividad y el mecanismo de accion de cada uno de ellos. Modificado de
Guy et al., (2008) 402 p.

[ o Nivel d ividad M ~ | =
Primera linea
Isoniazida bactericida inhibe sintesis acidos micdlicos
Rifampicina bactericida inhibe ARN polimerasa
PZA bactericida desconocido
EMB bacteriostatico inhibe enzima arabinosil transferasa
Segunda linea
Etionamida bacteriostatico inhibe sintesis acidos micolicos
p-acido aminosalicilico bacteriostitico interfiere en sintesis icido folico en bacterias
Capreomicina bactericida inhibe sintesis de proteinas
Aminoglicésidos bactericida interrumpe sintesis de proteinas en bacterias
Fluoroquinolonas bactericida inhibe ADN girasa
Cicloserina bacteriostitico inhibe sintesis de pared celular
Farmacos aprobados
Metronidazol bactericida forma radicales reactivos que dafan ADN
Linezolida bactericida inhibe sintesis de proteina ribosomal
Clofazimina bacteriostatico se une a ADN micobacterial
Sulbactam-ampicilina bactericida inhibe sintesis de proteinas en pared celular
Farmacos en ensayos clinicos inhibe beta-lactamasas
PA-824 bactericida inhibe sintesis de proteinas de pared celular
OPC-67683 bactericida inhibe sintesis acidos micélicos
TCM-207 bactericida inhibe sintesis de bomba de ATP
SO-109 I icid inhibe sintesis d | celul

2.5 Animales venenosos como fuente potencial de nuevos farmacos

Los organismos terrestres y marinos, como viboras, escorpiones, caracoles
marinos y anémonas, secretan venenos como parte de su defensa natural o para la
captura de sus presas. Algunos componentes de esos venenos, como péptidos,
han mostrado numerosas actividades biolégicas como la inhibicion de canales

idnicos y receptores de membrana en diferentes tipos celulares.
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En el afio 2003, Xie y colaboradores reportaron un péptido de 60 aminoacidos
extraido del veneno de la vibora Naja atra, que mostrd actividad contra cepas
MDRs de Mycobacterium tuberculosis, en ensayos in vitro (Xie et al., 2003). Sin
embargo, a la fecha no existen reportes adicionales que mencionen avances en el

estudio de ese péptido con actividad anti-TB.

En el ano 2004, se reportaron 88 compuestos que mostraron actividad inhibitoria
contra Mycobacterium tuberculosis en ensayos in vitro. Los compuestos provenian
principalmente de extractos de plantas terrestres, hongos, plantas marinas y una
bacteria. Sin embargo, al realizarse los ensayos de citotoxicidad, la mayoria
mostraron ser altamente citotoxicos en células epiteliales de mamifero (Okunade et
al., 2004).

Como antecedente directo de este trabajo, en el afio 2005 se realizaron ensayos en
el laboratorio de Inmunologia Molecular y Biotoxinas de CICESE, demostrandose
que una fraccion cromatografica del veneno del caracol marino, Conus californicus,

presentaba actividad anti-TB en ensayos in vitro (Munro, 2005).

El estudio de los componentes de los venenos de las aproximadamente 700
especies de caracoles marinos del género Conus, se ha visto intensificado en las
ultimas décadas. Las mas de 2,000 publicaciones, indican caracteristicas comunes
para los componentes de sus venenos, llamadas conotoxinas. Estos péptidos son
ligandos que afectan principalmente la funcién de moléculas de sehnalizacion 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 (SNC) y Sistema Nervioso Periférico (SNP). De esta
manera, los caracoles inyectan un coctel de conotoxinas y otras moléculas para

inmovilizar a su presa, para defenderse y contra competidores, figura 5.
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Figura 5. Clasificacion de los componentes del veneno de los Conus. Destacando a las familias
de conotoxinas que presentan una gama de blancos moleculares a los que se unen con gran
afinidad. Recuperado de Terlau & Olivera, (2004) 45 p.

La caracteristica mas interesante de las conotoxinas es que logran combinar una
elevada afinidad y una delicada selectividad hacia sus blancos moleculares.
Asimismo, se ha demostrado que las conotoxinas son capaces de discriminar entre
canales i6nicos estrechamente relacionados y entre canales idnicos tejido-
especificos, y lograr una rapida y eficiente interaccion entre el ligando-receptor
(Woodward et al., 1990). En este contexto, en la busqueda de nuevas y mejores
moléculas con actividad antituberculosis, se puede sugerir el empleo de los
componentes de los venenos del género Conus por presentar cualidades valiosas

en el desarrollo de nuevos farmacos.



13

3. Justificacioén

El numero de casos de TB en el mundo aumenta 3 % cada aino, principalmente
debido a la expansion de cepas MDR. Se ha sugerido que la prevalencia de la
tuberculosis esta subestimada y que la resistencia a los medicamentos esta
extendida en todo el mundo. La emergencia de cepas de Mycobacterium
tuberculosis resistentes, o multirresistentes a los agentes terapéuticos disponibles,
ha propiciado una necesidad urgente de aislar y desarrollar nuevos farmacos que

desestabilicen e inhiban la viabilidad del agente causal de esta enfermedad.

La informacion generada en los ultimos anos con la secuenciacion del genoma de
Mycobacterium tuberculosis poco a poco ha proporcionado los conocimientos
fundamentales, para que las nuevas generaciones de antifimicos se desarrollen en
base al entendimiento de la biologia, del ciclo intracelular y de la bioquimica de la
micobacteria. Por eso se ha propuesto el desarrollo de nuevos agentes

terapéuticos dirigidos hacia nuevos blancos moleculares.

Por otro lado, se cuenta con el antecedente de que algunos organismos venenosos
marinos presentan numerosas sustancias activas que van dirigidas a canales o
receptores que se encuentran en la membrana plasmatica o membranas
intracelulares. Considerando que la micobacteria es una barrera casi impenetrable
por los farmacos convencionales (que tienen que atravesarla para ejercer su
accién) y que a pesar de ello, existe un constante influjo de nutrientes mediado por
los canales de su membrana, nuestra propuesta de trabajo se dirige a identificar y
caracterizar conotoxinas a partir de venenos de especies del género Conus, con

capacidad inhibitoria del agente causal de la tuberculosis.
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4. Hipotesis

En el veneno de los caracoles marinos C. californicus, C. ximenes y C. regularis
existe por lo menos un componente en cada uno de ellos, con actividad inhibitoria

sobre la cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis.
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5. Objetivo general

Obtener una conotoxina capaz de inhibir el crecimiento del bacilo Mycobacterium

tuberculosis

6. Objetivos particulares

1. Colectar y fraccionar los venenos provenientes de diferentes especies del género
Conus

2. Caracterizar biolégicamente las fracciones de los venenos en una cepa de M.
tuberculosis (in vitro)

3. Caracterizar bioquimicamente las posibles fracciones que muestren efecto
inhibitorio en Mycobacterium tuberculosis

4. Clonar el gen completo de la conotoxina con actividad en M. tuberculosis

5. Evaluar la actividad de la toxina recombinante y/o sintética en M. tuberculosis, en

ensayos in vivo
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7. Metodologia

7.1 Obtencidn de los especimenes

En este proyecto fueron evaluadas 3 especies de caracoles marinos del género
Conus. La distribucidon geografica de la especie Conus californicus comprende la
zona Este del Pacifico, abarcando desde San Francisco, California, hasta Cabo
San Lucas, Baja California Sur. Nuestro punto de colecta fue la region intermareal
del km 58 carretera Tijuana-Ensenada, Baja California, México. Para las especies
Conus ximenes y Conus regularis, los caracoles fueron colectados en la region
intermareal de la zona costera, en Bahia de los Angeles, a 480 km al sur de
Ensenada. Para determinar el dia y hora de mareas bajas, fue necesario realizar
una consulta al calendario de mareas proporcionado por el CICESE

(http://predmar.cicese.mx).

7.2 Manipulacién del veneno

La obtencién de los venenos se realizé a partir de la extraccion de los ductos
venenosos de cada una de las especies. Se emplearon dos estrategias diferentes
dependiendo del grosor de la concha. Para la especie C. californicus, la diseccion
de los caracoles fue por rompimiento manual de la concha, mientras que para C.
ximenes y C. regularis, se realizd por centrifugacion a 4,500 x g, a 4 °C por 7
minutos (min.), usando una centrifuga Heraeus Multifuge 1S-R. Una vez expuesto
el animal, el aparato venenoso fue extraido para posteriormente aislar el ducto

venenoso.

Para la extracciéon del veneno se adicion6 1 ml de solucion C [HO 60 % /
acetonitrilo (AcN) 40 %] por cada 20 ductos, para después macerarlos con un
homogenizador manual de vidrio, siempre manteniendo la muestra en hielo.
Posteriormente, se centrifugd a 10,000 x g por 5 min., a 4 °C, 2X, para eliminar
residuos de tejido. El sobrenadante recolectado, se congelé a -70 °C para liofilizarlo

(liofilizadora Lyph-Lock 6, Labconco).



17
7.3 Fraccionamiento de los venenos por cromatografia liquida de alta
resolucion en fase reversa (HPLC-RP)
El extracto total de cada veneno fue fraccionado de acuerdo al tiempo de retencion
de sus componentes. Para este procedimiento, las muestras fueron manipuladas
en un cromatdgrafo Agilent 1100 (Agilent Technologies). Se utilizé una columna
analitica Vydac Cqg (Grace-Vydac 218TP54, 4.6 x 250 mm, 300 A) con una pre-
columna Zorbax Cqg (Zorbax-Agilent Technologies, 4.6 x 12.5 mm, 5 ym), ambas
fueron equilibradas con solucién A [H20 99.88 % /TFA 0.12 %] por 30 minutos. En
promedio, las inyecciones de material biolégico fueron de 4 mg. Las caracteristicas

del método de purificacion se muestra en la tabla 2:

Tabla 2. Caracteristicas de la estrategia empleada en el fraccionamiento de los componentes de
los diferentes venenos. Procedimiento realizado mediante HPLC fase reversa (solucion A: H,O
99.88 % /TFA 0.12 %; solucion B: AcN 99.9 % /TFA 0.1 %).

Tiempo (t) >t Solucién A (en %) Solucién B (en %)
0 0 100 0

5 5 100 0

60 65 40 60

Cada una de las muestras fue eluida a temperatura ambiente durante 65 minutos,
empleando un gradiente lineal de solucion B de 1 % por minuto, con un flujo de
colecta de 1 ml por minuto. La deteccion de los péptidos se realizé por absorbancia
en el rango de luz UV, a una longitud de onda de 230 nm. Las fracciones fueron

almacenadas a -70 °C y después liofilizadas.

El plan estratégico de purificacion inicial, consistié en colectar por periodos de 5
min. Los conjuntos de toxinas incluidas cada 5 min, fueron nombrados como
fracciones. Este protocolo nos permitio tamizar de forma rapida las posibles
fracciones con actividad anti-TB. De esta manera, en los bioensayos iniciales se

analizaron 12 fracciones de cada veneno.
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Una vez identificada la fraccion con actividad, solo los componentes incluidos en la
fraccion de interés (nombrados subfracciones) fueron repurificados de forma
individual. Para una segunda y/o tercera repurificacion, las muestras fueron
nombradas como picos cromatograficos. Para el analisis de subfracciones y picos,
se trabaj6é con una columna analitica Vydac Cqg (Grace-Vydac 218TP51, 1 x 250
mm, 5 um) y una pre-columna Zorbax C1g (Zorbax-Agilent Technologies, 4.6 x 12.5
mm, 5um). En el protocolo de repurificacidén, se considerd el porcentaje de solucion
B en el que eluye la subfraccion de interés para disefiar un gradiente de solucion B
con 10-12 %, menos y mas, respectivamente, previo y posterior al porcentaje de

elusién. En este caso, se inyectaron de 100 a 200 ug de la fraccién a repurificar.

7.4 Caracterizacion biologica de las fracciones de venenos en cepas de M.
tuberculosis (in vitro)

Esta seccion aborda las estrategias empleadas para evaluar la capacidad
inhibitoria de las fracciones venenosas y la concentracién minima inhibitoria (MIC,
por sus siglas en inglés) de las subfracciones, picos cromatograficos y toxinas

sintéticas.

7.4.1 Uso del método colorimétrico para evaluar la susceptibilidad de la cepa
H37Rv expuesta a las fracciones venenosas

En los bioensayos se evalud la capacidad de las fracciones de inhibir la viabilidad
bacilar mediante el método colorimétrico en microplaca, utilizando un reactivo
revelador (Martin et al., 2005). Con este protocolo se emplean reactivos de 6xido-
reduccion como indicadores de crecimiento/viabilidad celular, que bajo condiciones
de reduccion como las generadas durante la actividad metabdlica bacteriana,
cambian de color. Un ejemplo es el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil
tetrazolio (o MTT), donde la presencia de la enzima succinato dismutasa provoca
un rompimiento del anillo de tetrazolio del compuesto, ocurriendo un cambio de
color de amarrillo a café. Otro ejemplo, es el reactivo resazurina (o azul alamar)
que cambia de color morado a rosa. Por lo tanto, solo las bacterias viables y
metabdlicamente activas, generardn un microambiente con las condiciones

necesarias para el cambio de color (Luna et al., 2003).
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En la figura 6, se muestra un esquema que ejemplifica un ensayo colorimétrico,
utilizando una microplaca de 96 pozos. Considerando que la especie
Mycobacterium tuberculosis es un patégeno de crecimiento lento, el revelado de la
placa se realizaba por lo menos 7 dias después de haberse montado el ensayo. En
todos los casos se colocaron 200 ul de agua estéril a los pozos de la periferia para
evitar evaporacion del contenido de los pozos empleados para el bioensayo. A los
pozos de trabajo se les colocaron 100 ul de medio Middlebrook 7H9 enriquecido
con OADC (acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa). Se adicioné la muestra a
evaluar por duplicado, a una concentracion inicial de 200 ug/ml. Y por ultimo se

adicionaron 100 ul de suspensidn bacteriana de un cultivo de M. tuberculosis.

La suspensiéon bacilar de trabajo debe tener una turbidez similar al tubo 1 de la
escala de McFarland (3 x 102 células/ml). Seguido de una dilucién 1:20 del inéculo,
resultando en una suspension bacilar de 1.5 x 10 células/ml.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
rO00000000000 O e
8 O OO0 JOO O o

Q@0 @cs
nOQ00000000000 g

Y, .
Toxinas

Figura 6. Esquema de ensayo colorimétrico en microplaca. Se ejemplifica la evaluacion de 27
fracciones (por duplicado), para determinar la capacidad antimicobacteriana. La fila 11
corresponde a los controles, descritos en el texto.

La figura anterior ejemplifica el bioensayo colorimétrico donde se utilizaron los
pozos 11B a 11G como controles. El pozo codificado como CM (11B) corresponde
al control de esterilidad del medio (Middlebrook 7H9 enriquecido con OADC). Los
controles con los cédigos C7, C9, C11, C13 y C15 (pozos 11C a 11G) pertenecen a
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los controles de crecimiento que contienen medio enriquecido mas la suspension
bacilar. Al séptimo dia de incubacién (37 °C), al control C7 se le adiciond el reactivo
revelador considerando las especificaciones del fabricante. Transcurrido el tiempo
indicado debe ocurrir un cambio de color para proceder a revelar los pozos
restantes del bioensayo. La interpretacion de los resultados se realiza a simple
vista. Si en el control C7 no ocurre cambio de coloracién, se realiza el revelado al
tercer dia al pozo C9 (dia 9 de incubacion), y se incuba el tiempo indicado para
cada reactivo. De esta forma, el cambio de color en los pozos C7 al C15, indica el

dia en que se debe adicionar el reactivo revelador a los pozos del bioensayo.

7.4.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC)

Este ensayo se basa en el método colorimétrico, con las modificaciones necesarias
para determinar la MIC de la muestra que haya presentado actividad en el ensayo
previo. En la evaluacién, las muestras a analizar fueron subfraccciones y picos
individuales con actividad. Se realiz6 una dilucion seriada considerando la
concentracion inicial del ensayo previo, donde idealmente se inicia con 200 ug/ml

de muestra, mientras que para toxinas sintéticas fue de 50 ug/ml.

7.5 Caracterizacion bioquimica de las conotoxinas

La identificacion y analisis de la estructura primaria y masa molecular de las
conotoxinas, fue solicitado al Laboratorio Atheris, en Suiza. De acuerdo al reporte
emitido, los péptidos fueron analizados en un Espectrometro Waters, con un
analisis de masas TOF, y una fuente de iones ESI. El andlisis de la secuencia fue
realizado por degradacion de Edman y confirmado por espectrometria. Tras la
obtenciéon de las secuencias, se determin6 la estrategia a seguir para obtener

cantidades mayores de material bioldgico para los bioensayos posteriores.

7.6 Obtencion del gen cal6.7, que codifica la conotoxina con actividad anti-
TB, encontrado en la especie C. californicus

En esta seccion, se abordaron las técnicas moleculares empleadas en el manejo
del material biolégico del cénido C. californicus. Se incluye la metodologia usada en

la extraccion del ARN total a partir de ductos venenosos, los diferentes
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oligonucledtidos (o0 cebadores) disefiados para la obtencidon de la secuencia de
interés y las diferentes estrategias de PCR propuestas para la amplificacion vy

clonacion del ADN.

7.6.1 Extraccién del ARN total de los ductos venenosos

La extraccion de ARN total se realizé a partir de dos lotes de caracoles marinos,
manipulados por separado. En febrero del 2011, se realizd la primera extraccion,
de 5 organismos. Previamente a la diseccion de los ductos venenosos, los
caracoles fueron congelados a -80 °C. El protocolo de extraccion empleado fue a
partir del reactivo TRI (Sigma Aldrich No. Catalogo T9424). Considerando un peso
total estimado de 25 mg de tejido, la muestra se homogenizé con 500 ul de reactivo
TRI y se incub6 por 5 min., a temperatura ambiente (TA). Se afiadieron 50 ul de 1-
bromo-3-cloropropano (0 BCP, de Sigma Aldrich) al homogenizado y se agité
vigorosamente por 15 segundos, seguido de incubacion por 2 a 15 min. a
temperatura ambiente. Para lograr una separacién de fases (organica, interfase y
acuosa), la muestra se centrifugé a 13,000 x g / 4 °C / 20 min. La fase acuosa que
contiene el ARN se transfiri6 a un tubo de microcentrifuga nuevo. Una vez
separada la fase acuosa, se precipitdé el ARN con 250 ul de isopropanol al 100 %
(grado molecular, Sigma Aldrich). La muestra se incub6é de 5 a 10 min. a TA, y se
centrifugd a una velocidad de 12,000 x g / 2-8 °C / 10 min. EI ARN sedimentado
forma un botdn; por lo tanto el sobrenadante fue decantado y el boton de ARN fue
lavado con 500 ul de etanol al 75 % (v/v); se empled agitacion manual. Después, la
muestra fue centrifugada a 7500 x g / 2-8 °C / 5 min. y el botén resultante fue
secado a TA / 5-10 min. Una vez terminado el proceso de secado, el ARN total se

resuspendio en agua estéril con DEPC, y fue almacenado a -80 °C.

La concentracion y pureza de ARN se determind mediante la lectura de la
absorbancia a 260 nm vy la relacién de la absorbancia 260/280 nm, respectivamente
(G&E Healthcare Life Sciences, Nanovue Spectrophotometer). Para corroborar la
integridad del ARN total se realizé un gel de agarosa al 1.2 %, disuelto en TAE 1X
(Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM). La muestra fue tratada de la siguiente manera:

a 3 ul de ARN total (0.5 ug/ul), se le agregaron 18 ul de formamida al 100 % y 5 ul
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de amortiguador de carga [Tris-HCI 10 mM (pH 7.5), EDTA 50 mM (pH 8.0),
naranja G 0.4%, azul de bromofenol 0.03 %, xilen cianol FF 0.03 %, Ficoll 400 15
%], 1 ul de bromuro de etidio (1 mg/ml); lo anterior fue aforado a 30 ul de volumen
final. La muestra fue desnaturalizada por calentamiento a 65 °C por 5 min. e
inmediatamente después fue colocada en hielo 5 min. Una vez finalizado el
tratamiento, la muestra fue dispuesta en el gel y se corrié a 50 V durante 2.5 horas

(protocolo modificado de Masek et al., 2005).

En noviembre del 2011 se realiz6 una colecta de 20 caracoles para una segunda
extraccion de ARN total. El peso estimado total de los tejidos fue de 240 mg. Para
realizar la diseccion, los organismos fueron manipulados inmediatamente después
de su captura, sin previo congelamiento, disponiéndose los ductos venenosos en
solucién RNAlater® (Quiagen). El procedimiento general de la extraccion de ARN
total se realizé de forma similar a lo ya descrito, solo haciendo los ajustes para la

cantidad de material biolégico empleado en este caso.

Con el propésito de eliminar ADN gendmico que pudiera estar presente en el ARN
total, la muestra fue tratada con ADNasa (Deoxyribonuclease |, Amplification Grade
Invitrogen). Para cada caso, se proces6 1 ug de ARN de acuerdo a las
especificaciones del fabricante. Una vez concluido el tratamiento, se procedi6 a la
sintesis y amplificacion de los ADNc empleando la técnica de amplificacién rapida

de los extremos de ADNc (o RACE, por sus siglas en inglés).

7.6.2 Diseno de cebadores y condiciones de PCR

Hasta el momento nuestro péptido ha sido nombrado como fraccién F6.7, por lo
que al referirnos al gen, lo estaremos nombrando cal6.7. Cabe mencionar que la
conotoxina F6.7 posteriormente fue renombrada como cal26a (ver seccion 8.4.2.1).
Para el disefio de los oligonucléotidos iniciales, la informacion inicial era muy
limitada, lo que resultd en que los primeros cebadores elaborados presentaran un
alto grado de degeneracién (cebador CcalF y CcalR, sentido y antisentido,

respectivamente), mostrados en la figura 7.
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El protocolo general consistio en realizar PCR anidados, donde el producto del
primer PCR sirvi6 como molde para una segunda reaccién. Pueden usarse
cebadores con alineamiento en una region mas interna de la secuencia del gen de
interés. Por lo tanto, se disefiaron otro par de oligonucledtidos sentido Ccal2F vy

antisentido Ccal2R, que codifican la region mas interna de cal6.7.

En otro intento por encontrar el gen cal6.7 se disefiaron otros cebadores
considerando la frecuencia relativa del uso de codones reportados para las
especies Conus quercinus y Conus regius (www.kazusa.or.jp). Este grupo de
cebadores fueron denominados como: cebadores sentido CcalEF y CcallF, externo
e interno, respectivamente; y los cebadores antisentido CcalER y CcallR, externo e

interno, respectivamente.

Por ultimo, los cebadores Ccal3ER y Ccal3IR fueron disefiados a partir de la
secuencia parcial de la region 3" del gen, obtenida de los ensayos descritos mas
adelante. Esto quiere decir que finalmente se trabajo con cebadores especificos del
gen ccal6.7. El oligonucledtido Ccal3ER pertenece a la secuencia no traducida 3°

de nuestro gen, mientras que Ccal3IR codifica la secuencia interna LPCPSSG.

En total fueron disefiados 10 oligonucledtidos que se emplearon en diferentes
estrategias para aislar las regiones 5y 3" del gen cal6.7. La siguiente tabla enlista
los nombres de los oligonucledétidos, su secuencia y las especificaciones de las

temperaturas de desnaturalizacién (Tm) y alineamiento (Ta).
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Tabla 3. Secuencias de los oligonucleédtidos utilizados para amplificar el gen cal6.7. Donde Tm
es: temperatura de desnaturalizacion en grados centigrados calculada por el fabricante. Ta:
temperatura de alineamiento utilizada en este estudio para cada reaccion de PCR. El cédigo

para las bases degeneradas es M: A,C; N: A,C,G, T; R: A, G; Y: C, T; W: A, T; S: G, C.

CcalF
CcalR
Ccal2F
Ccal2R
CcalEF
CcallF
CcalER
CcallR
Ccal3ER
Ccal3IR

M13F
M13R

MGNCCNAARTGYTGYTGYGTN
NSWNSWNGGRCANGGNARRTG
TGYGGNGTNGTNGGNMGNAAR
NACNGGRTGRCAYTTRTCCCA
AGGCCTAAATGYTGTTGTGTS
TGTGGCGTSGTSGGCAGGAAA
AGAAGAAGGRCAAGGCARATG
ATGRCATTTRTCCCAGGTAGA
GAAGGACGGATAGGAAGAAGG
GCCACTGCTGGGGCAAGGAAG

GTAAAACGACGGCCAG
CAGGAAACAGCTATGAC

64
66
66
64
61
68
62
60
64
70

50
50

60
60
60,62,64 y 66
60
56
60
58
56
59
65

50
50

En la tabla anterior también son incluidos los cebadores universales M13F y M13R,

que fueron utilizados en la amplificacion de los insertos clonados en el vector

pGEM-T y en todas las preparaciones de los plasmidos a secuenciar, a una

concentracion final de 6.4 uM.

La figura siguiente muestra una organizacion general, del posicionamiento de los

diferentes oligonucledtidos utilizados para amplificar las regiones 5" y 3” del gen

cal6.7 mediante la técnica RACE.
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5'RACE

Oligo 5'RACE externo Oligo 5'RACE interno

i Adaptador 5'RACE | Toxina [ 3UTR

éamm aam amm

Ccal2R, o CcalR, Ccal3ER
CcallR CcalER o

Ccal3IR

3'RACE

CcalFo  Ceal2F
CcalEF o CeallF

—— —
Toxina | Adaptador 3'RACE |

Ce— —

Oligo 3'RACE interno  Oligo 3'RACE externo

Figura 7. Esquema general de la posicion de los cebadores provistos por el kit FirstCHoice®
RLM-RACE (Ambion) y los diseiiados a partir de la toxina madura cal6.7.

El uso de cada uno de los oligonucledtidos se especifica en la seccién de
resultados. Para el caso de los cebadores proporcionados por el kit, el protocolo
menciona que tienen un rango de temperatura de alineamiento entre 55 a 65 °C,
siendo 60 °C la temperatura recomendada para iniciar una busqueda de genes.
Como estos cebadores tienen un rango amplio de temperatura de alineamiento, se
consider6 preferentemente las temperaturas de alineamiento de los

oligonucledtidos de nuestro gen para las diferentes condiciones de PCR.

De forma general, las condiciones de temperaturas utilizadas en cada reaccién de
PCR consistieron en: una desnaturalizacion inicial con un ciclo de 94 °C por 3
minutos, seguido de 35 ciclos para la amplificacién, que comprende un ciclo de 94
°C por 30 segundos para la desnaturalizacion, las temperaturas de alineamiento en
funcién de cada par de oligonucledtidos (ver tabla 3) por 30 segundos, y una
extension a 72 °C con un tiempo de 45 segundos, mismo tiempo que fue
establecido por no conocerse el numero de pares de bases de los fragmentos a
amplificar. Finalmente, se aplicé un ciclo de 72 °C por 5 minutos como extension

final.
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7.6.3 Amplificacion rapida de los extremos de ADNc (siglas en inglés de
RACE)
Como ya se comentd previamente, se utilizé el kit FirstCHoice® RLM-RACE
(Ambion), para aislar el gen completo de ccal6.7. Esta es una técnica basada en
PCR que se conoce como amplificacién rapida de los extremos de ADNc (o RACE)
que permite la clonacién de genes completos a partir de las secuencias parciales
de ADNc mediante la identificacion independiente de los extremos 5" y 3" del gen
de interés. El procedimiento de la amplificacion del extremo 5" RACE y 3" RACE se

encuentra esquematizado en la figura 8.
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5' RLM-RACE

Tratamiento CIP para remocion de 5'PO4 de ARNm
degradado, ARNr, ARNt y ADN

3' RACE

Transcripcion reversa con el
adaptador 3'RACE

Figura 8. Esquema generalizado del kit FirstCHoice® RLM-RACE (Ambion). Obtencion del
ADNc en su extremo 5" y 3°, y su conversion a ADN de doble cadena, donde se emplean
cebadores especificos de la secuencia adaptadora, proporcionados por el kit, y también
cebadores especificos del gen a amplificar (figura modificada del manual de usuario Ambion).
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7.6.4 Manipulacion enzimatica del ARN para el 5° RACE
Inicialmente, se trabajo con el primer lote de ARN procesado, del cual fue tomado 1
ug de ARN total como molde. La muestra fue tratada con la enzima fosfatasa
alcalina de intestino de ternera (o CIP, por sus siglas en inglés). Esta reaccion
incluye 1 ug de ARN total, 2 ul de amortiguador CIP 10 X, 2 ul de enzima CIP y fue
aforada a 20 ul con agua libre de nucleasas (al trabajar con 1 ug de ARN total, el kit
nombra la muestra como ‘“reaccion pequefia”’). La muestra fue mezclada e
incubada a 37 °C / 1 hora. Terminada la reaccion anterior, se adicion6 una solucién
de acetato de amonio (15 ul), mas 150 ul de la mezcla de fenol acido: cloroformo y
115 ul de agua libre de nucleasas. La muestra fue mezclada en vortex y
centrifugada 5 min / TA / 10,000 x g. La fase acuosa fue transferida a un tubo
nuevo, donde se le adicionaron 150 ul de cloroformo (grado molecular, Sigma
Aldrich) y se procedié a centrifugar con las mismas condiciones recién descritas.
Nuevamente, la fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo para iniciar con la
sedimentacion del material genético. Para esto, se adicionaron 150 ul de
isopropanol (grado molecular, Sigma Aldrich), se mantuvo en hielo por 10 min y se
centrifugd por 20 min. EI ARN sedimentado, fue lavado con 0.5 ml de etanol al 70
% (viv) frio (4 °C), centrifugado 5 min, seguido de la remocion del etanol, para
permitir el secado del boton de ARN. EI material fue resuspendido en 4 ul de
amortiguador TAP 1 X, para proceder al siguiente tratamiento enzimatico. Esto se
realiz6 empleando 4 ul de ARN tratado con CIP, mas 1 ul de amortiguador TAP 10
X, mas 2 ul enzima fosfatasa acida de tabaco (o TAP) y 2 ul de agua libre de

nucleasas. El material fue mezclado e incubado a 37 °C / 1 hora.

Nota: una variante de la manipulacién del ARN total para el tratamiento enzimatico
fue trabajar con una “reaccién estandar’, donde se emplean 10 ug de material
genético. Esto se pudo realizar con el segundo material de ARN extraido, porque
se tuvo el cuidado de mantener la muestra lo mas concentrada posible. Por lo
tanto, al realizar los tratamientos se hicieron los ajustes necesarios de los
diferentes componentes (como lo indica el protocolo). Esta variacion de utilizar
mayor cantidad de ARN en la reaccién enzimatica fue con la idea de tener una

mayor diversidad de ARNm, donde se pudiera incluir el de nuestro interés.
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7.6.5 Sintesis de la primera cadena de ADNc a partir de ARN total para 5
RACE
Posteriormente al tratamiento enzimatico, a la muestra se le realizé una ligacién
con la enzima ARN T4 Ligasa. De acuerdo a las especificaciones del fabricante, se
mezclaron los siguientes componentes: 5 ul de ARN tratado con CIP/TAP, 1 ul de
adaptador 5° RACE (0.3 ug/ wl), 1 ul de amortiguador 10X ARN Ligasa, 2 ul de
Ligasa ARN T4, mas 1 ul de agua libre de nucleasas. La reaccion se mezcld y se
incub6 a 37 °C / 1 hora. Para la transcripcién inversa, se utilizaron 2 ul de ARN
ligado, 4 ul de mezcla de dNTPs (2.5 mM), 2 ul de decameros al azar, 2 ul de
amortiguador de RT 10 X, 1 ul de inhibidor de ARNasa, 1 ul de Transcriptasa
Reversa M-MLV, lo anterior aforado para 20 ul de reaccion. La muestra fue

homogenizada e incubada a 42 °C / 1 hora.

7.6.6 PCR 5" RACE externo

Para trabajar la region 5° externa de nuestro ADN, las reacciones de PCR se
realizaron a partir de 1 ul de reaccién RT anterior, mas 5 ul de amortiguador de
PCR 10 X, 4 ul de mezcla de dNTPs (2.5 mM), 2 ul de oligonucleétido 5° RACE (10
uM), 2 ul de oligonucleétido especifico del gen (10 uM) y 1.25 U de ADN
polimerasa (GoTaq® Flexi DNA Polymerase, Promega), lo anterior fue mezclado y

aforado a 50 ul de reaccién final.

7.6.7 PCR 5" RACE interno

Los componentes necesarios para realizar nuestras reacciones de PCR 5" interno
fueron: como molde se tomé 1 ul de la reaccién de PCR 5’externo (del paso
anterior), 5 ul de amortiguador de PCR 10 X, 4 ul de mezcla de dNTPs (2.5 mM), 2
ul de oligonucledtido 5° RACE (10 uM), 2 ul de oligonucledétido especifico del gen
(10 uM) y 1.25 U de ADN polimerasa (GoTaq® Flexi DNA Polimerasa, Promega),

lo anterior mezclado y aforado a 50 ul de reaccion final.
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7.6.8 Sintesis de la primera cadena de ADNc a partir de ARN total para 3’
RACE
Para obtener la primer cadena de ADNc, 1 ug de ARN total fue mezclado con 4 ul
de dNTPs (2.5 mM), 2 ul de adaptador 3" RACE, 5 ul de amortiguador RT 10 X, 1 ul
de inhibidor de ARNasas, 1 ul de reverso transcriptasa M-MLV mas 8 ul de agua

libre de nucleasas. La muestra fue homogenizada e incubada a 42 °C/ 1 hr.

7.6.9 PCR 3" RACE externo

Los componentes utilizados para realizar los diferentes PCRs fueron: mezclar 1 ul
de la reaccion RT anterior, 5 ul de amortiguador de PCR 10 X, 4 ul de mezcla de
dNTPs (2.5 mM), 2 ul de oligonucleétido 3" Externo RACE (10 uM), 2 ul de
oligonucledtido sentido externo especifico del gen, lo anterior aforado para una
reaccion de 50 ul. Por ultimo, se adiciond 1.25 U de enzima GoTaqg® Flexi DNA

Polymerase (Promega).

7.6.10 PCR 3" RACE interno

Los componentes necesarios para realizar las diferentes reacciones fueron las
mismas que se describieron para el 3" externo RACE, solo que en este caso se
tomdé como molde 1 ul de la reaccién anterior. Todos los productos de PCR fueron
evaluados mediante electroforesis en geles de agarosa al 2.0 %, tenidos con

bromuro de etidio a 1 mg/ml.

7.6.11 Pureza de los productos de PCR

Este paso es importante para eliminar contaminantes que puedan reducir la calidad
de la ligacién de nuestro ADN al vector. Por lo tanto, la manipulaciéon de los
productos de PCR fue variable, dependiendo de los resultados obtenidos en los
geles de agarosa. Si se observaba una sola banda, el producto de PCR era
purificado mediante el kit PCR Purification QUIAquick (Quiagen), usando las
especificaciones del fabricante. Si se observaban varias bandas, eran cortadas y
purificadas con el mismo kit de Quiagen, empleando el protocolo QUIAquick gel
extraction, donde las bandas eran procesadas de forma infividual. Para el primer

caso, en los datos del fabricante se reporta una recuperacion de ADN del 90 al 95
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%, lo que significa una pérdida minima de ADN. Para el segundo caso, se reporta
una recuperacion entre el 70 y 80 % del ADN inicial. Dicho lo anterior, el ADN

resultante fue cuantificado en nanodrop (Nanovue GE Systems 28923215).

7.6.12 Técnica T/A para clonar los productos de PCR

Para emplear la estrategia T/A es necesario que el vector presente extremos
cohesivos 3’ de una sola base (un residuo de timidina). De esta manera, se utilizd
el vector linearizado pGEM®-T (Promega) de 3 kb para ligar nuestro ADN, figura 9.
Este vector, derivado de pUC contiene precisamente esos extremos 3° de timidina
en donde se clona directamente los productos de PCR, favoreciendo la clonacion
dado que la Taq polimerasa afiade preferentemente residuos adenosina (A) en los
extremos 3° de los productos de PCR. El origen de replicacion de este vector, ori
pMB1, es de alto numero de copias debido a una mutacién puntual en el ADN
regulatorio del origen de replicacién. Asimismo, el vector presenta resistencia a
ampicilina (Amp') y cuenta con un sitio de clonacién multiple (o0 MCS del inglés
Multiple Cloning Site) que esta dentro del marco de lectura abierto (u ORF del
inglés Open Reading Frame) de lacZ, el cual codifica el péptido alfa de f-

galactosidasa (explicado mas adelante).
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Figura 9. Mapa del vector linearizado pGEM®-T. El sitio de clonacion se encuentra
interpuesto en el gen de LacZa, que codifica el fragmento N-terminal de la -galactosidasa.
También se muestra el origen de replicacion ori pMBI1 (indicado como ori), y la secuencia que
confiere resistencia a ampicilina (Amp"). Tomado del manual de Promega.

Las reacciones de clonacion se estandarizaron a una relacién molar inserto:vector
de 3:1. Los componentes de la reaccion fueron: 5 ul de amortiguador de ligacion 2
X Rapid T4 ADN Ligasa, 1 ul de vector pGEM-T, producto de PCR (volumen
variable), y ADN Ligasa T4, aforado a 10 ul de volumen final. La reaccién fue
incubada 12 horas a 4 °C. Tiempo transcurrido, la enzima ADN Ligasa T4 fue

inactivada a 65 °C por 10 minutos.

7.6.13 Transformacion de E. coli DH5a

Para la transformacion de las colonias son requeridas cajas preparadas con medio
Luria Bertani (LB), suplementado con un antibiético p-lactdmico como carbencilina
(100 wg/ml). Una vez gelificadas las cajas, se le adicionaron 40 ul de X-Gal (20
mg/ml) y 8 ul de IPTG (200 mg/ml) (Sambrook et al., 1989). Las caracteristicas de

la construccién del vector pGEM-T nos permiten hacer varias selecciones. Por
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ejemplo, crecer unicamente las células de E. coli que sean resistentes al
antibiético, es decir, solo las células que contengan al vector. Por otro lado, el
sistema nos facilita identificar las colonias que fueron transformadas correctamente.
Esto se explica mediante la funcion de la enzima f-galactosidasa, que como se
menciond anteriormente es codificada por el gen lacZ. Es una enzima que se
compone de 2 subunidades: una codificada por el vector, la ya descrita LacZa, y la
otra es codificada por el cromosoma (LacZQ?). La enzima le permite a la bacteria
hidrolizar la galactosa en monosacaridos, pero solo puede ser funcional si las dos
subunidades estan presentes. Por lo tanto, si se inserta el ADNc en el vector, se
interrumpe al gen que codifica una subunidad, no lograndose obtener una proteina
funcional. Por otro lado, X-Gal que es adicionado a las cajas con medio LB, es
degradado por la fB-galactosidasa (con IPTG como inductor) teniendo como
resultado la galactosa y 5-bromo-4-cloro hidroxindol, donde el ultimo es oxidado en
5,5 -dibromo-4,4 -dicloro-indigo (un producto de color azul insoluble). De esta
manera, es sumamente facil distinguir aquellas colonias que no hayan sido
transformadas correctamente porque sus vectores no contienen la secuencia de
interés, y por lo tanto, tienen un gen lacZ totalmente funcional (identificadas por su
color azul), de aquellas colonias cuya p-galactosidasa no tiene las dos
subunidades, y que por lo tanto han tenido una transformacién exitosa (color

blanco).

Para la transformacién se utilizaron células electrocompetentes E. coli DH5q,
mismas que fueron manipuladas inmediatamente después de descongelarlas para
no afectar la eficiencia de la electroporacion. EI ADN ligado al vector pGEM-T fue
electroporado en 50 ul de células DH5a. Tanto el ADN, la cubeta de
electroporacién y las células fueron mantenidas dos minutos en hielo, previamente
a su manipulacién. Tiempo transcurrido, se adicionaron 3 ul del producto de la
ligacion a los 50 ul de células DH5a, homogenizando la muestra y evitando la
formacion de burbujas. La mezcla fue incubada en hielo 2 minutos, antes y
después de haberse pasado a la cubeta de electroporacion. Posteriormente, la
cubeta fue dispuesta en un electroporador (programa Ec2 del electroporador Micro
Pulser TM; BioRad, No. Cat. 165-2100), donde se aplicd un pulso de 2.5 kV / 4
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mseg, retirando inmediatamente las cubetas del electroporador. Se agregdé 1 ml de
medio SOC a cada cubeta y el volumen total fue transferido a tubos de 15 ml,
mismos que contenian otros 4 ml de medio SOC. La muestra fue incubada a 37 °C
por 1 hora, con agitacion a 250 rpm. Después del periodo de incubacion, se
sembraron 100 ul, 50 ul y 10 ul de bacterias transformadas a las cajas con medio
LB con antibidtico. Las cajas se incubaron a 37 °C por 12 horas, para permitir el
crecimiento de colonias. Después de ese tiempo, las colonias blancas fueron

seleccionadas, para el siguiente paso.

7.6.14 Verificacion del tamaio del inserto en las colonias

Para corroborar que las colonias contienen el plasmido del tamafio deseado, se
realizaron PCR de colonias. Para esto, se sigue el mismo procedimiento de una
PCR convencional aunque en vez de agregar ADNc como molde, se agrega una
fraccion de la colonia a la reaccion usando la punta de un palillo de madera estéril.
Las condiciones fueron las siguientes: 5 ul de amortiguador 5 X Green GoTaq®
Flexi, 3 ul de MgCl; (25 mM), 2 ul de oligonucledtido sentido M13F (10 uM), 2 ul de
oligonucledtido anti sentido M13R (10 uM), 2 ul de dNTPs (2.5 mM), fraccion de
colonia bacteriana, 0.125 ul de enzima GoTag® Flexi DNA Polymerase (Promega)
(1.25 U), 10.87 ul de agua destilada y estéril, para obtener un volumen de 25 ul. En
todos los casos se usaron los cebadores M13F y M13R que tienen su secuencia de
reconocimiento en el vector. El programa empleado para las reacciones de PCR
fue: primer etapa a 95 °C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacion a 94
°C por 30 segundos, 50 °C por 30 segundos, 72 °C por 45 segundos, y finalmente,
un ciclo de extension a 72 °C por 5 minutos. Una vez concluidos los programas de
PCR, 10 ul de los productos fueron analizados en un gel de agarosa al 2 %. Los
marcadores de peso molecular con diferentes fragmentos de ADN fueron: 100 bp
Ladder DNA marker (Axygen) 6 100 bp DNA Ladder (Promega), manipulados de
forma indistinta. Los geles fueron corridos por 45 minutos a 100 V. Por no conocer
el tamafio completo de nuestro gen, fueron analizados un gran numero de bandas,
donde se consider6 el tamafio del vector involucrado entre los cebadores M13F y

M13R, y el tamafo de la banda seleccionada para su clonacion.
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7.6.15 Extraccion de plasmido mediante lisis alcalina
Las colonias que fueron marcadas como positivas, fueron dispuestas en 3 ml de
medio LB con carbencilina (100 ug/ml) e incubadas 12 horas a 250 rpm a 37 °C.
Después de la incubacion, los indculos fueron centrifugados 3 minutos a 13,000
rom, a temperatura ambiente. La pastilla de bacterias fue resuspendida en 100 ul
de GTE (Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM (pH 8) y EDTA (10 mM, pH 8)); misma
solucion a la que se le adiciond6 RNAsa para una concentracién final de 0.2 mg/ml.
La muestra se agité en vortex para facilitar la resuspension de la pastilla, seguido
de la adicion de 200 ul de NaOH 0.2 N/ SDS 1 %, lo anterior mezclado por
inversién (5 a 6 X). Posteriormente, se incubé 5 min. a TA y después otra
incubacion a 4 °C por 5 minutos. A la mezcla se le adicionaron 150 ul de acetato de
potasio 3 M pH 4.8, y se mezcld por inversion para después incubarse a 4 °C por
10 minutos. Después se centrifugd a 13,000 rpm, por 15 minutos a TA. El
sobrenadante fue recuperado en un tubo nuevo (1.5 ml) y se le adicionaron 2
volumenes de etanol absoluto frio. La muestra se mezcld e incubd a -20 °C por 30
minutos. Tiempo transcurrido, se centrifugd con las especificaciones recién
descritas y se descart6 el sobrenadante. Por ultimo, el boton fue lavado con 1 ml de
etanol frio al 70 % (v/v) y centrifugado de nuevo. Después de descartar el
sobrenadante, el botén fue secado a temperatura ambiente. Las muestras fueron

resuspendidas en 50 ul de agua estéril y cuantificadas en nanodrop.

7.6.16 Analisis de las secuencias obtenidas
Para analizar la secuencia de los clones obtenidos se siguid el siguiente
procedimiento y bases de datos:

1. Se utilizd el programa Mac Vector versidn 7.2.2 para revisar si existia un
inserto en la secuencia obtenida, mediante analisis de las secuencias del
sitio de insercion del plasmido asi como los cebadores que se alinean en la
secuencia de la toxina o en la region ligada adaptadora RACE.

2. Los insertos fueron traducidos en proteinas con el mismo programa para ver

si lo obtenido era parecido a la secuencia de nuestra conotoxina de interés.
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3. A las secuencias se le realizé un BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para determinar si existia algo similar
reportado en la base de datos.

. Para el analisis del sitio de corte enzimatico en la regién pre del precursor
peptidico, se requirié de la ayuda de la base de datos de SignalP-4.0 Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).

El programa SignalP es usado para la identificacién del péptido sefial y su(s)
sitio(s) de corte. El método se basa en 2 redes neuronales con un
entrenamiento basado en filogenia, para grupos separados de eucariotas,
Gram-negativas y Gram-positivas. Las redes se usan por separado para la
prediccién del péptido sefial y para la prediccion de la posicion del sitio de
corte. El programa da como resultado 3 puntajes, S, C e Y, donde el puntaje
S para la prediccion del péptido sefial se reporta para cada posicion de un
unico aminoacido en la secuencia presentada, con un puntaje alto indicando
que el aminoacido correspondiente es parte de un péptido sefal, y un
puntaje bajo indicando que forma parte de una proteina madura. El puntaje
C corresponde al sitio de corte, donde para cada posicidén en la secuencia
presentada, es reportado un puntaje C, el cual solo debe ser
significativamente alto en el sitio de corte. El puntaje para Y es derivado del
puntaje C combinado con el puntaje S, resultando en una mejor prediccion
del sitio de corte que el puntaje C solo.

. Para un analisis mas exacto de la inclusién y exclusion del péptido sefal
obtenido en una superfamilia ya reportada se utilizdé el programa ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

El software agrupa a los aminoacidos en 4 grupos considerandolos como
semejantes, es decir cuando su cadena lateral presenta caracteristicas que
los hacen similares.

Grupo 1. Comprende aquellos aminoacidos pequenos o hidrofobicos
incluidos los aromaticos, estos aminoacidos son los siguientes: Alanina (A),
Valina (V), Fenilalanina (F), Prolina (P), Metionina (M), Isoleucina (I), Leucina
(L) y Triptéfano (W).
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» Grupo 2. Se incluyen los aminoacidos acidos, como Acido aspartico (D) y
Acido glutamico (E).

* Grupo 3. Agrupa a los aminoacidos basicos: Arginina (R), Histidina (H) y
Lisina (K).

* Grupo 4. Aqui se encuentra la Glicina (G) y aquellos aminoacidos con un
hidroxilo en su cadena lateral, una amina o con cadenas laterales que
presenten basicidad. Por ejemplo, la Serina (S), Treonina (T), Tirosina (Y),
Histidina (H), Cisteina (C), Asparigina (N) y Glutamina (Q).

La puntuacion que se utiliza para comparar a dos aminoacidos es la

“Wkn

siguiente: significa que los residuos de aminoacidos en la columna son

“n “n

idénticos; “:” significa que se han observado sustituciones conservadas y “.

significa que existen sustituciones semiconservadas.

7.7 Evaluacion de la toxina sintética xm1b, en un modelo murino de
enfermedad progresiva de tuberculosis

El modelo experimental utilizado es el propuesto por el Dr. Hernandez Pando en
1996 (Hernandez-Pando et al., 1996), que se basa en el uso de ratones machos
singénicos Balb/c, susceptibles a tuberculosis. Considerando que la infeccion aérea
es la mas importante en la enfermedad humana, los ratones son inoculados por
medio de una inyeccién intratraqueal (IT) con una carga bacilar alta (2.5 X 10°
UFC) de la micobacteria prototipo H37Rv. La inyeccion intratraqueal permite
controlar mejor la dosis y garantiza que la mayoria, si no todas, las bacterias

realmente se depositen en el pulmon.

7.7.1 Procedimiento de infeccion intratraqueal

Los ratones machos BALB/c de 20 a 22 gramos, fueron anestesiados en una
camara de gas con sevoflurano, usando 0.1 ml por animal. Los ratones infectados
fueron almacenados en cajas con microaisladores conectados a un sistema de
presidon negativa. Todo el procedimiento y los sacrificios, se realizaron en

campanas de seguridad biolégica P3.
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Después de dos meses de infeccion, los animales fueron distribuidos al azar en
grupos para recibir diferentes tratamientos. Los grupos experimentales fueron:
1.- Grupo control que solo recibié solucién salina (50 ul) via SC
2.- Grupo tratado con la conotoxina sintética xm1b (50 ug/50 ul, via IT)
3.- Grupo control tratado con nicotina (60 ug/50 ul, ad libitum)
La administracion de los diferentes tratamientos se realiz6 cada tercer dia por un
periodo de 60 dias. La figura 10 muestra un esquema general del tratamiento a

seguir en el modelo de tuberculosis pulmonar progresiva.

Dia1 Dia 30 Dia 60 Dl'a| 90 Dia 120
[ | ’ |
4 ‘(\’f\ ler Sx 2do Sx
; =~ cepa BALB/C
@q Infeccion LT, cepa | , )
M. tuberculosis H37Rv !
Inoculo 2.5 x10° UFC Tx c¢/3er dia

Figura 10. Esquema general del tratamiento en un modelo de tuberculosis pulmonar
progresiva. Es indicado como dia 1, la sensibilizacion de un raton BALB/c a la cepa H37Rv de
M. tuberculosis. También se indica el dia de inicio (dia 60) de los diferentes retos o tratamientos
(Tx) que son aplicados; asi como los dias (90 y 120) de evaluacion o sacrificio (Sx).

7.7.2 Cuantificacion de bacterias vivas en el pulmén por determinacion de
unidades formadoras de colonias (UFC)

Para cada sacrificio, los ratones fueron seleccionados al azar, dividiendo la mitad
de cada grupo experimental para el primer y segundo mes de sacrificio. EI pulmén
derecho o izquierdo de cada animal, se utilizé para cuantificar el nimero de células
viables. Después de realizar la diseccion de los pulmones, fueron colocados a -70

°C hasta su uso posterior.

Los pulmones fueron homogenizados con un polytrén en tubos Falcén estériles,
con 3 ml de solucién salina. Después se tomaron alicuotas de 450 ul diluyendo
1:10 en forma seriada en tubos Eppendorf (cuatro diluciones: 10™, 102, 102 y 10).
Se colocaron 20 ul de las diluciones preparadas, por duplicado, en cajas Petri con

medio de cultivo de agar Middlebrook 7H11 (Difco), enriquecido con OADC. Las
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cajas fueron incubadas a 37 °C, 5 % de CO; por 21 dias. Tiempo transcurrido, las

colonias fueron cuantificadas considerandose a aquellas con caracteristicas de

color blanco, secas, planas y de bordes irregulares.
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8. Resultados

8.1 Obtencioén de los especimenes
En junio del 2007 fueron colectados aproximadamente 800 caracoles de la especie

Conus californicus, calendario de mareas recuperado de http://predmar.cicese.mx/

mensual/szl/szl0706.pdf. Tanto el patréon de la concha, la coloracion y su ubicacion

geografica, permitié senalar que se trataba de la especie C. californicus. Los
caracoles recolectados, presentaron las caracteristicas descritas en la figura 11.
Asimismo, en octubre del 2008 se realizé una colecta de 309 organismos de la
especie C. regularis, calendario de mareas recuperado de http://predmar.
cicese.mx/mensual/bla/bla0810.pdf. La figura 12 muestra las caracteristicas
morfolégicas de estos especimenes. Por otro lado, el lote de caracoles de la
especie C. ximenes, corresponde a 275 organismos colectados en octubre del

2008. En la figura 13, se describe las caracteristicas morfolégicas de las conchas.

Figura 11. Fotografia del caracol marino Conus californicus. Recuperado de
http://www.gastropods.com/3/Shell 593.shtml. Las conchas de esta especie son de forma coénica,
coloracion marrén amarillento con superficies lisas y longitudes entre 2 a 4 cm. La parte
anterior es angosta, casi puntiaguda mientras que la parte posterior suele ser amplia, con una
espira muy baja y ligeramente puntiaguda. El canal donde se localiza el pie del animal
presenta una abertura larga y estrecha. El pie y el sifon son de color blanco con pequeiios
puntos negros.
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Figura 12. Fotografia del caracol marino Conus regularis. Recuperado de
http://www.elrincondelmalacologo.com/Web%20fotos%20gasteropodos%20marinos/Fotos%20colecci
on/Conidae/Conus%?20regularis.jpg. Las conchas son delgadas de forma conica, con superficies
lisas, de 3.8-6.4 cm de longitud. El disefio muestra un color blanco con un patrén de lineas
delgadas intermitentes y en algunos segmentos la presencia de bandas mas amplias. Los colores
presentados en estas lineas son variables, desde tonalidades anaranjado-marrén hasta caobas
oscuros. En la parte posterior de la concha, se presenta una espira alta, semiescalonada y
puntiaguda. El canal donde se localiza el pie del animal presenta una abertura larga y estrecha.
Generalmente, el pie y el sifon son de color blanco, pero también se pueden encontrar de color
rojo oscuro.

Figura 13. Fotografia del caracol marino Conus ximenes. Recuperado
http://www.elrincondelmalacologo.com/Web % 20fotos%20gasteropodos%20marinos/Fotos %2
Ocoleccion/Conidae/Conus%20ximenes.jpg. Las conchas son de forma coénica con relieves en la
superficie, y longitudes de 3.8 a 5.0 cm. Algunos especimenes poseen el tinte rosaceo sobre toda
la concha. En general, el patron que presentan es de puntos finos, alineados, de color café
(diferentes tonalidades), pero también se pueden encontrar conchas con disefios de bandas
amplias del mismo color. En la parte posterior, se presenta una espira moderadamente
concava. El canal donde se localiza el pie del animal presenta una abertura larga y estrecha.
Generalmente, el pie y el sifon son de color blanco, con manchas oscuras.
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8.2 Extraccion del veneno
Con la finalidad de tener una muestra homogénea de los venenos, se prepararon
lotes de extracto total que incluian a todos los caracoles procesados para cada
especie. La extraccion del veneno se realizé a partir de los ductos venenosos de
cada uno de los caracoles. El lote obtenido para C. californicus fue de 400 mg de
extracto total. Para C. regularis, se procesaron 133 mg de extracto total.
Finalmente, para C. ximenes se obtuvieron 126 mg de material biolégico. Para
cada caso, el material fue cuantificado por peso seco y liofilizado para su uso

posterior.

8.3 Purificacion de los componentes del veneno
A continuacién se presentan los perfiles cromatograficos y una descripcidén general
de la separacién analitica de los extractos totales para las tres especies, figura 14

(C. regularis), figura 15 (C. californicus) y figura 16 (C. ximenes).

8004 - [~ 100

700+

600 — 75
"E 5007 @
c — N
o 4007 50 2
™M =
~ 300 o
— v

L (=]
g 200+ 25
€ 1004
0 h L) L] L) L} Ll \J 0
0 10 20 30 40 50 60

Tiempo (minutos)

Figura 14. Perfil cromatografico del extracto total del veneno de C. regularis, aislado de ductos
venenosos. Gradiente: sln B 0 % (5 min), 1-60 % (5.1 - 65 min).
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Figura 15. Perfil cromatografico del extracto total del veneno de C. californicus, aislado de
ductos venenosos. Gradiente: sin B 0 % (5 min), 1-60 % (5.1 - 65 min).
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Figura 16. Perfil cromatografico del extracto total del veneno de C. ximenes, aislado de ductos
venenosos. Gradiente: sln B 0 % (5 min), 1-60 % (5.1 - 65 min).

Con el protocolo disefiado en los reportes cromatograficos, para C. regularis se
registraron 60 componentes en promedio, con una longitud de onda de 230 nm.
Para C. californicus, la figura 15 muestra ~70 componentes del veneno de esta
especie, donde la mayor area bajo la curva (ABC) se concentré en los minutos 25

al 45, es decir, con 20 a 40 % de elusién de AcN. Por ultimo, en la separacion
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analitica del extracto total de C. ximenes, se obtuvieron 60 componentes en

promedio, figura 16.

La primer purificacion de los venenos fue separada en 12 fracciones, donde cada
una incluia cinco minutos de colecta. Por lo tanto, en la primera evaluacion de la
actividad antifimica, se analizaron 12 muestras del veneno fraccionado. Fue
necesario realizar varias corridas cromatograficas, con la intencion de obtener las
cantidades necesarias de cada una de las fracciones. Todas las muestras fueron

liofilizadas hasta su uso posterior en los ensayos que se describen mas adelante.

8.4 Caracterizacion bioquimica y bioldégica de las conotoxinas aisladas de las
diferentes especies de trabajo

A partir de esta seccion, todo el trabajo realizado se presenta dividido de acuerdo a
los resultados obtenidos de las tres especies: C. reqularis, C. californicus, y C.

Ximenes, en ese orden.

8.4.1 Conus regularis: fraccionamiento del veneno y evaluacién in vitro de la
actividad antimicobacteriana de sus componentes

En la primera etapa de la evaluacion del veneno fueron analizadas 12 fracciones,
mismas que se nombraron como F1 a F12 y los resultados se muestran en la figura
17.
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Figura 17. Fotografia de la microplaca que muestra la evaluacion de las 12 fracciones del
veneno de C. regularis. Se destacan a las fracciones marcadas como F7 y F12, porque
mostraron inhibir el crecimiento de la cepa H37Rv. La fraccion F7, incluye los minutos 35 al
40, y la fraccion F12 abarca los minutos 55 al 60. La evalucion se realizé a una concentracion
de 200 pg/ml. Los controles empleados fueron: CM y CC (datos no mostrados*). La flecha
indica la direccion de la disposicion del duplicado (2X).

* NOTA: En algunas figuras no se muestran los controles CM y CC, por la
disposicion de la fotografia. En algunos casos, las figuras fueron fragmentadas
para mostrar los resultados individuales de los venenos. Por lo que algunas figuras
comparten el mismo control de medio y el mismo control de crecimiento.

El resultado muestra que las fracciones F7 y F12 tienen un efecto sobre la cepa
H37Rv, a una concentracion de 200 ug/ml. La intepretacion se basé en que estas
fracciones mostraron un color similar al reactivo de revelado MTT (dato no
mostrado), en su estado oxidado (color amarillo). Basandonos en el principio del
reactivo, se infiere que F7 y F12 tienen efecto inhibitorio al no ser evidente la

actividad metabdlica de la micobacteria.

El trabajo subsecuente consistio en el analisis de las subfracciones incluidas en los
minutos 35 al 40 (fraccidén F7) y los minutos 55 al 60 (fraccién F12). La figura 18

especifica las secciones cromatograficas que incluyen las muestras de interés.



46

A)
400 = ™ 100
350 = .
F7.3 L
"g [+2]
S
[32] =
> 3
=) S
E
o L} L T T o
34 35 36 37 38 39 40
Tiempo (minutos)
B)
350 ™ 100
300+ [
250 75
£ f s
R e U 0 3
<. NSV ;
<
£ 25
50™
0 - - L - - . L § . LJ L] 0

Tiempo (minutos)

Figura 18. Fragmentos del perfil cromatografico del veneno total de C. regularis. Se muestran
las subfracciones incluidas en A) los minutos 35-40 y en B) los minutos 55-60.

La figura anterior indica que en los minutos 35 al 40 se involucran por lo menos
siete subfracciones que podrian ser las responsables de la actividad, mismas que
fueron codificadas como F7.1 a F7.7. Para el caso de los minutos 55 al 60, no se
observan subfracciones aparentes en esa fraccién, quiza la actividad observada
corresponde a los picos que se observan al principio y al final de la colecta de esa
fraccion (minutos 54 y 61). Por ser picos de pequefia abundancia, y en ocasiones
inapreciables en los perfiles cromatograficos, la muestra F12 fue descartada para
los biensayos subsecuentes. La figura 19 muestra la evaluacion de la MIC de las

siete sufracciones (F7.1 a F7.7).
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Figura 19. Seccion de microplaca que muestra los resultados obtenidos al exponer a las
subfracciones F7.1 - F7.7, contra la cepa H37Rv. El ensayo se inici6 a una concentracion de 200
ng/ml, para cada fraccion, excepto para la subfraccion F7.6 (85 pg/ml) por contener picos poco
abundantes. Con una flecha se indica la disposicion de titulacion de la microplaca. Los
controles para el ensayo fueron: el CM y el CC (datos no mostrados).

La evaluacidén in vitro del material recién descrito nos indico que en las
subfracciones F7.3, F7.5 y F7.7 se encontraban las posibles toxinas de nuestro
interés. Por lo tanto, se realizé un lote de 10 corridas (4.1 mg c/u) con la intencién
de aislar los picos individuales que nos interesaba repurificar; a continuacién se

presenta una tabla con los resultados obtenidos de este proceso, tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas del lote generado para la repurificacion de las fracciones F7.3, F7.5 y
F1.7

Cantidad de corridas realizadas al veneno total de C. 10
regularis

Cantidad total de veneno procesado 41 mg
Cantidad total de material obtenido de la fraccién F7.3 1107 ug
Cantidad total de material obtenido de la fraccién F7.5 974 ug
Cantidad total de material obtenido de la fraccién F7.7 805 ug

De acuerdo al reporte cromatografico, las subfracciones F7.3, F7.5 y F7.7 son
eluidas en los minutos 35.6, 37.4 y 39.3 respectivamente, lo que nos sirvié para
determinar el porcentaje de solucion B al momento de sus elusiones y disefiar la
estrategia de repurificacion. Del area total que representa el veneno en el perfil
cromatografico, la subfraccion F7.3 en promedio, comprende el 2.19 %, la

subfraccion F7.5 el 1.45 % y la subfraccién F7.7 representa el 2.09 %.
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A continuacion se muestra el perfil cromatografico que corresponde a 172 ug
repurificados de la subfraccién F7.3, 162 ug de la subfracciéon F7.5 repurificada, y

161 ug repurificados de la subfraccién F7.7.
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Figura 20. Perfil cromatografico de la repurificacion de: A) la subfraccion F7.3; B) subfraccion
F7.5; y C) subfraccion F7.7 del veneno de C. regularis.

En los tres casos anteriores, no se logré obtener la separacién esperada de los
picos individuales que estan involucrados en las subfracciones. En éste caso, la
cantidad de material bioldgico fue una limitante para continuar con el trabajo de
identificacion de las estructuras de las toxinas involucradas en la actividad

antimicobacteriana en C. reqularis.

8.4.2 Conus californicus: fraccionamiento del veneno y evaluacion in vitro de
la actividad antimicobacteriana de sus componentes
En el primer analisis del veneno de C. californicus, tres de las doce fracciones

evaluadas, no alcanzaron la concentracion inicial sugerida de 200 ug/ml. Estas

fueron las fracciones F1 (53 ug/ml), F3 (101 ug/ml) y F4 (124 ug/ml). La figura 21
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muestra el resultado parcial donde se incluye la fraccion con actividad y se omiten
algunas fracciones sin efecto.
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Figura 21. Seccion de microplaca que muestra a la fraccion F6, comprendida por los minutos
30 al 35. La fraccion mostré inhibir el crecimiento de la cepa H37Rv, a una concentracion de
200 pg/ml. En el extremo derecho se muestra, en un recuadro, a los controles de CM y CC. La
flecha indica la direccion de la disposicion del duplicado.

El revelado de las 12 fracciones, muestra que F6 conserva el color de CM,
indicandonos la presencia de por lo menos un componente con capacidad de
modular la actividad metabdlica de la cepa H37Rv de M. tuberculosis. El resto de
las fracciones evaluadas F1 a F5 y F7 a F12 cambiaron de color, tornandose de
color rosa igual al CC, sugiriendo la resistencia de la micobacteria al ser expuesta

frente a esas fracciones.

El trabajo subsecuente consisti6 en evaluar las subfracciones incluidas en los
minutos 30 a 35 (fraccion F6), como se muestra en la figura 22. Fueron incluidos 2
picos después del minuto 35, por ser picos consistentes en el perfil cromatografico

y porque en corridas previas, estos picos estaban incluidos en F6.
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Figura 22. Seccion de perfil cromatografico del extracto total del veneno de C. californicus que
muestra las siete subfracciones (F6.1 a F6.7) incluidas en los minutos 30 al 35.

De la evaluacion correspondiente, el resultado indicé que en la titulacion de F6.7
fue evidente la inhibicion de M. tuberculosis a una concentracion de 6.25 ug/ml,
figura 23. En este ensayo, ademas del control CC7, se utilizé como control positivo
la fraccion F6, misma que permitid6 corroborar los resultados previamente

observados, en esta ocasion a una concentracion de 50 ug/ml.

* *
50pa/ml 6,25pa/ml

Figura 23. Seccion de microplaca que muestra los resultados obtenidos al exponer a la fracciéon
F6.7 y a la fraccion control F6, contra la cepa H37Rv. El ensayo se iniciéo a una concentracion
de 50 pg/ml. Con un asterisco se indica el punto de corte (o valor de concentracion que define
como sensible o resistente a una cepa) de las fracciones evaluadas. Con una flecha se indica la
orientacion de la titulacion en la microplaca. En el extremo derecho se muestra, en un
recuadro, a los controles de CM y CC7.
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La subfraccion de nuestro interés (F6.7), fue eluida en el minuto 35.6 a 35.9. La
muestra representd aproximadamente el 0.4 % de los componentes del veneno
total. La estrategia de purificacion se disefié considerando que la subfraccién eluye
al 30 % de solucion B. La figura 24 muestra el perfil cromatografico que

corresponde a 33 ug repurificados de esa subfraccion.
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Figura 24. Perfil cromatografico de la repurificacion del minuto 35.6 al 35.9 del veneno de C.
californicus.

La repurificacién de la subfraccion F6.7, mostré dos picos contiguos (F6.7.1 y
F6.7.2) que no fue posible separar por la poca cantidad de material con que se

contaba. La figura 25 muestra los resultados del analisis de los dos picos.
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Figura 25. Evaluacion de la MIC de: A) los picos F6.7.1 y F6.7.2; B) los farmacos
Estreptomicina (SM), Isoniazida (INH) y Etambutol (EMB). Al lado derecho de cada una de
las microplacas, se indic6 con asterisco la MIC de los farmacos, y de los dos picos evaluados.
Con una flecha se indica la direccion de la titulacion en las microplacas.

De acuerdo a la figura anterior, inciso A), los dos picos evaluados mostraron tener
actividad contra la cepa H37Rv. Sin embargo, el pico F6.7.2 mostré tener un efecto
mas potente contra la micobaceria que la fraccién F6.7.1, logrando inhibir su
crecimiento a 4.08 ug/ml. Una explicacién de los resultados es que pudiera tratarse
del mismo componente pero con alguna modificacion que permite observarse como
dos picos adyacentes, dificiimente separables y altamente contaminado uno con el
otro, pero alcanzandose a percibir que la modificacidn compromete la potencia de
la actividad observada. En la siguiente seccion, estos resultados son discutidos

ampliamente.

En la figura anterior, inciso B), también se incluye el ensayo donde fueron
evaluadas las MICs de 3 farmacos de primera linea: estreptomicina, isoniazida y
etambutol, con la finalidad de compararlas con las MICs de los picos de nuestro
interés. Como se esperaba, la cepa H37Rv fue sensible a los farmacos de primera
linea analizados. En nuestros ensayos, el punto de corte para INH fue 0.062 ug/ml;
para SM fue 0.25 ug/ml; y para EMB fue 4 ug/ml, que esta acorde a lo reportado en
la literatura (Martin et al., 2005). Con estos resultados consideramos adecuadas las

concentraciones de nuestros picos no puros ya que son efectivos en el orden de
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ug/ml, al igual que los puntos de corte de los tres farmacos de primera linea

analizados.

La necesidad de conocer la(s) secuencia(s) con actividad, nos dirigi6 a disenar
diferentes programas de repurificacidon para lograr la separacion de los dos picos.
Como se ha comentado previamente, la subfraccion de interés representa un area
bajo la curva (ABC) muy pequefa, por lo que se procesaron 54 mg estimados de
veneno total, purificado en 18 corridas. El material fue empleado en verificar la
actividad observada previamente de nuestro pico y su concentracién para

determinar la secuencia primaria.

8.4.2.1 Estructura primaria de la conotoxina cal26a (fraccion F6.7)

La estructura primaria de nuestra subfraccion F6.7 fue determinada en el
laboratorio Atheris en Suiza. Al laboratorio, fueron enviados 17 ug estimados de
muestra para su analisis. La estructura se analizé por secuenciacion automatica
mediante degradacién de Edman. En el resultado final se obtuvo una secuencia

parcial del péptido, como se muestra en la figura 26.

10 20 30
(A, D, S) XKX (A, ¥, M) XVXGVVGREKXXSTXKDXHXVHLXXXSX

Figura 26. Secuencia primaria parcial del péptido F6.7, obtenido mediante la degradacion de
Edman. La secuenciacion del péptido intacto, sin reducir ni alquilar, se realizé por 32 ciclos.
La masa molecular monoisotopica experimental determinada fue de 3542.50 Da.

En el andlisis de los perfiles cromatograficos sometidos a degradaciéon de Edman,
se determind que en el ciclo 1 habia poca senal para Ala, Asp o Ser, por lo que
inicialmente se consideraron como opciones en esa posicion. También para el ciclo
5 se indicé que podrian corresponder los aminoacidos Ala, Met, o Tyr. Se observo
que muchos ciclos no son atribuidos a ningun aminoacido, por lo que estos
pudieran designarse a Cys comprometidas en enlaces y/o a otras modificaciones

postraduccionales.
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Se realizé una busqueda de secuencias relacionadas a nuestra secuencia parcial,
pero en la base de datos PubMed no se encontr6 ninguna similitud a las
conotoxinas reportadas (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Considerando que
estamos trabajando con una especie con alta divergencia genética, se podria
anticipar el encontrar toxinas nuevas no reportadas para otras especies. A la fecha,
solo existen cuatro publicaciones que muestran secuencias de C. californicus y
algunas no se encuentran registradas en la base de datos mencionada (Biggs et
al., 2010; Elliger et al., 2011; Bernaldez et al., 2011; Gilly et al., 2011).

En la publicacién de Biggs et al., se reporté una toxina nombrada cl tx-4 que
presenta fragmentos de secuencia con similitud al péptido F6.7. A continuacion se
presenta la secuencia de F6.7 alineada con la secuencia de la toxina cl tx-4, figura
27.

10 20 30
1)(A, D, ) XKX (A, ¥, M) XVXGVVGRKXXSTXKDXHXVHLXXXSX
2) R OKC C CVCGVVGRKCCSTWDKCHOVHLOCOS s*

Figura 27. Secuencia primaria parcial del péptido F6.7 (1) alineada con la secuencia de la
toxina cl tx-4 (2), descrita por Biggs er al, 2010. Las secciones marcadas en amarillo, son
identicas entre ambas secuencias. O, hidroxiprolina; * amidacion del C-terminal.

Como se muestra en la figura anterior, cl tx-4 presenta 3 tipos de modificaciones
postraduccionales: 1) 4 enlaces disulfuro, 2) 4 prolinas hidroxiladas, y 3) el C-
terminal amidado. Se puede observar que todas las modificaciones
postraduccionales de cl tx-4 corresponden a una “X” o0 a un aminoacido no
especificado en la secuencia de F6.7. Para sustentar la hipotesis de que se trata de
la misma toxina, se hizo un analisis en la base de datos Peptide Synthetics (2012)
de la masa molecular monoisotdpica experimental de F6.7 con la masa molecular
monoisotopica tedrica de cl tx-4 (http://www.peptidesynthetics.co.uk/tools/),

resultando en un peso molecular de 3542.50 Da para ambos casos. De esta
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manera, se puede sugerir que la secuencia de nuestra conotoxina con actividad
anti-tuberculosis es; ROKCCCVCGVVGRKCCSTWDKCHOVHLOCOS
S, donde se incluyen 8 cisteinas comprometidas en enlaces disulfuro, 4 prolinas

hidroxiladas y el C-teminal amidado.

Para asignar el nombre al péptido F6.7, fue considerada la nomenclatura
convencional para las conotoxinas con mecanismo de accién no identificado: donde
“cal” corresponde a la especie C. californicus, el nUmero arabigo “26” para asignar

[{pegl)

el ultimo patrén de cisteinas reportado; y la letra “a” para indicar a la conotoxina
como la primera variante de una posible familia (Olivera et al., 2001; Terlau &

Olivera, 2004). De esta forma, estaremos nombrando a nuestra conotoxina: cal26a.

8.4.2.2 Clonacion del gen cal26a correspondiente a una conotoxina nativa de

C. californicus

8.4.2.2.1 Extraccioén e integridad del ARN

Para la especie C. californicus se realizaron dos extracciones de ARN total. Para el
primer caso se manipularon 5 ductos, se extrajeron 20 ug de ARN total y se
obtuvieron 0.5 ug/ul disuelto en agua con DEPC. El valor de la relacién A260/A280
fue de 1.88 y el grado de pureza fue considerado aceptable, de acuerdo con lo
reportado por el proveedor del reactivo (Sigma-Aldrich), donde el valor esperado

debe ser = 1.7.

Para la segunda extraccion de ARN total, se plante6 mejorar nuestra manipulacién
de los ductos venenosos y obtener las muestras de ARN mas concentradas. Por lo
tanto, al realizar la diseccion de los aparatos venenosos, se trabajé con los
organismos Vvivos y una vez aislados los ductos venenosos, inmediatamente fueron
dispuestos en solucion ARNIater®, para lograr una inmediata inactivacion de
enzimas RNAsas. El resultado de esta segunda extraccion fue de aprox. 200 ug de
ARN total, dispuestos en alicuotas de 4.49 ug/ul (hombrada M1) y 3.56 ug/ul
(nombrada M2). La relacion A260/A280 para ambas alicuotas fue de 1.95. La figura
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28 muestra el resultado de la migracion de las dos alicuotas (M1 y M2) del ARN

total, obtenido de la segunda extraccion.

Figura 28. Electroforesis de ARN de ductos venenosos de C. californicus, en amortiguador
TAE 1X, para evaluar la integridad del material bioldgico. En M1: se cargaron 3 pl del ARN
(4.49 pg/unl). En M2: se cargé 1 pl del ARN (3.56 pg/nl). En C+ se muestra el ARN que se
utilizé como control positivo (extraccion de ARN del bazo del tiburéon Heterodontus francisci),
donde se observan 2 bandas abundantes, que corresponden a las subunidades 28S y 18S del
ARN ribosomal (ARNr).

La figura anterior muestra que en M1 y M2 migré solo una banda, que es de
tamafio similar a la banda 18S de nuestro control. En relacion al ARN de moluscos,
se han evidenciado resultados similares a los nuestros, donde se ha indicado que
el ARN ribosomal de mayor peso molecular sufre un corte enzimatico y da como
resultado 2 bandas de tamafo similar, y a la vez parecido al de la banda de ARNr
de menor peso. Este fendbmeno que ocurre en el ARNr 28S se a reportado
previamente como “gap deletion” (nombre en inglés) para algunas especies de
crustaceos e insectos (Wink, 1984; Winnebeck et al., 2010; Sun et al., 2012). Asi,
nuestros resultados sugieren un evento de esa naturaleza al observarse una sola
banda a la altura de la banda 18S pero de mayor grosor. Por lo tanto,
consideramos que nuestro material bioldgico, era apto para realizar los siguientes

ensayos.
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8.4.2.2.2 Optimizacion del disefio y uso de oligonucleétidos

8.4.2.2.2.1 Amplificacion del extremo 5" usando oligonucleétidos CcalR y
Ccal2R

Después de obtener el ADNc mediante retrotrascripcion se realizé una reaccion de
PCR utilizando los oligonucleétidos externos 5° RACE y CcalR. Como se observa
en la figura 29A, en el producto de PCR se obtuvieron tres bandas principales con
los tamafos aproximados de 420 pb, 550 pb y 650 pb. Con el resultado anterior se
decidié hacer un PCR anidado, es decir, tomando como molde el producto de la
primera PCR. Para la reacciéon se usé el cebador interno 5° RACE vy el externo
CcalR previamente usado, ya que en ese momento no se contaba con el cebador

interno de la secuencia peptidica.
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Figura 29. Gel de agarosa teiiido con bromuro de etidio donde se ve la migracion de varias
bandas amplificadas. En A) carril 1: se observa el marcador de peso molecular. En carril 2: se
destacan las bandas a 420 pb, 550 pb y 650 pb como resultado del uso de los cebadores 5’
RACE externo y CcalR; el carril 3: corresponde al control negativo donde se incluyen todos los
componentes de la PCR menos ADN. En B) carril 1: marcadores de peso molecular; en carril
2: se observan las bandas a 280 pb y 420 pb obtenidas de la amplificacion con los cebadores 5’
RACE interno y CcalR; en el carril 3: migré el control negativo. El marcador de peso
molecular en ambos geles fue el 100 bp Ladder Marker de Promega.

La razén de realizar la segunda PCR fue obtener un menor numero de bandas,

mas especificas. De acuerdo con la figura 29B, en el producto de PCR se
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obtuvieron dos fragmentos, uno a 420 pb que podria corresponder a la banda
obtenida en el PCR previo por tener un peso molecular similar; el segundo
fragmento se observd a 280 pb. Por lo tanto, la banda con mayor peso molecular
fue cortada y purificada. Previamente a la clonacién fue necesario obtener mayor
concentracion del fragmento, por lo que se realizaron 2 reacciones de 50 ul para
concentrar el material. Después se realiz6 el trabajo de clonacion de la banda en el
vector pGEM-T, seguido de la transformacion de los plasmidos en las células
DH5a. Como variacién a la metodologia general, no se adicioné X-Gal ni IPTG a
las cajas de medio LB, por lo que la seleccion de las colonias positivas se basoé en
los resultados de las PCR de colonia. Se analizaron 35 colonias por PCR donde 23
tenian el tamafo de inserto esperado. Los plasmidos que contienen los fragmentos
de tamafo = 650 pb fueron preparados para su secuenciacion. Fueron descartadas

aquellas colonias con dobles insertos.

Para la siguiente prueba de cebadores ya se contaba con el oligo Ccal2R que
corresponde a la secuencia 3 interna de nuestro gen. Para este analisis, se tomo
como ADN molde el producto de la primera PCR descrita (donde se usaron los
cebadores 5° RACE externo y CcalR). Las condiciones y programa de PCR
empleado corresponde a lo descrito previamente y enlistado en tabla 3. A
continuacion se muestra el resultado de PCR obtenido con los oligonucledtidos 5°
RACE interno y Ccal2R.
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Figura 30. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio (1 mg/ml) que muestra el producto de
la PCR con los cebadores 5" RACE interno y Ccal2R. En carril 1: el control negativo, en carril
2: el producto de la PCR con los cebadores 5" RACE interno y Ccal2R donde no se observan
bandas definidas; y carril 3: marcador de peso molecular de Promega 100 bp Ladder Marker.

El resultado anterior nos indic6 que el producto de PCR presentaba gran
inespecificidad con los cebadores ya mencionados. Por lo tanto, se decidié trabajar

la amplificaciéon del extremo 3" RACE.

8.4.2.2.2.2 Amplificacion del extremo 3" usando oligonucleétidos CcalF y
Ccal2F

En el primer acercamiento para amplificar la region 3°, se usaron los cebadores
externos: CcalF (sentido) y 3° RACE (antisentido). El resultado indica que se
amplificaron numerosas bandas donde destacan las de peso aproximado a 380 pb,
450 pb y 580 pb, figura 31A. Por lo tanto, se siguio la estrategia de PCR anidado

esperando una disminucion del numero de bandas.
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Figura 31. Geles de agarosa teiiidos con bromuro de etidio (1 mg/ml), donde se muestran los
productos de PCR usando los cebadores CcalF y 3" RACE externo; y los cebadores Ccal2F y 3°
RACE interno. La figura 31A muestra en carril 1: el control negativo, en carril 2: la
amplificacion de varias bandas donde destacan la de 380 pb, 450 pb y 580 pb, usando los
cebadores CcalF y 3" RACE externo; en carril 3: se muestra el marcador de peso molecular de
Promega 100 bp Ladder Marker. Para la figura 31B se presenta en el carril 1: el control
negativo, en carril 2: se observa gran nimero de fragmentos amplificados con los cebadores
Ccal2F y 3" RACE interno; y en carril 3: se corrié el mismo marcador de peso molecular que
en el gel anterior.

La figura 31B, muestra el resultado de la anidacion con los cebadores Ccal2F y 3°
RACE interno, que se alinean en la region interna de la toxina. Se observé que el
producto de PCR presenta un patrén complicado de numerosas bandas ya que el
utilizar cebadores con alta inespecificidad, incrementa exponencialmente el numero

de posibles blancos para su alineamiento.

Para la optimizacion de los cebadores usados se trabajaron las siguientes
temperaturas de alineamiento: 62 °C, 64 °C y 66 °C. En los resultados que se
muestran en la figura 32 se observa que la reaccion de la variable de 62 °C mostré
mayor numero de bandas al igual que lo observado a 60 °C (figura 31), pero con

mejor definicion, por lo que fueron cortadas para proceder con la clonacion.
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Figura 32. Gel de agarosa que muestra los productos de PCR donde se usaron los cebadores
Ccal2F y 3" RACE interno a diferentes temperaturas de alineamiento. En carril 1: se muestran
5 bandas de 500 pb, 600 pb, 700 pb, 900 pb y 1200 pb amplificadas a una Ta de 62 °C; en carril
2: se muestra la conservacion de la banda a 600 pb y la de 500 pb con menor intensidad,
resultado de una Ta de 64 °C; en carril 3: se observa un resultado similar que lo observado en
carril anterior, a una Ta de 66 °C; en carril 4: se corriéo el marcador de peso molecular de
Promega 100 bp Ladder Marker; finalmente en carril 5: el control negativo.

De la reaccién de PCR con Ta: 62 °C (carril 1), se cortaron 4 bandas de pesos
aproximados a: 500 pb, 600 pb, 900 pb y 1200 pb, mismos que después de ser
purificados fueron clonados en el vector pGEM-T (descrito en metodologia).
Previamente a cada clonacién, para concentrar el material se realizaron 2
reacciones de 50 ul y se procedi6 a la purificaciéon. Como se desconocia el tamafo
de banda de nuestro gen, fue necesario analizar un gran numero de bandas con
diferente peso molecular. En total fueron analizados 50 clones a partir de las 4
bandas cortadas. Del material anterior, 34 clones presentaron el tamafno de inserto

esperado, mismos que se prepararon para analizar su secuencia.

El resultado final de esta seccidén de trabajo se resume de la siguiente manera: a
partir del uso de los cebadores 3" RACE interno y Ccal2F, fueron analizados 34
clones de los cuales se obtuvieron 13 secuencias que presentan un porcentaje de
identidad bajo a: precursores de conotoxinas, o bien a las toxinas maduras. Segun
su analisis, se obtuvieron clones con bajo porcentaje de identidad a secuencias de
miembros de la superfamilia O. Se obtuvieron secuencias con escaso porcentaje

que pertenecen parcialmente a la superfamilia M; asi como a los precursores de las
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K-conotoxinas y u-conotoxinas. Por ultimo, también se encontré la secuencia
completa (el 100 % de 69 aminoacidos) del precursor peptidico de la conotoxina
Cal6.2, reportada por Biggs et al., 2010. Esta conotoxina corresponde al patrén de
cisteinas VI/VII de la Superfamilia O. Pero por no formar parte de este trabajo y
debido a que no se encontrd ninguna secuencia similar a lo que es nuestro interés,

no se incluyeron esos resultados.

Por otro lado, y continuando con nuestro objetivo, se planed el disefio de otros
cebadores considerando la frecuencia relativa de codones que han sido reportados
para las especies de caracoles marinos Conus quercinus y Conus regius, por lo

que el grado de degeneracion se vio reducido.

8.4.2.2.2.3 Amplificacion del extremo 5" usando oligonucleétidos CcalER y
CcallR

En el segundo intento por amplificar el extremo 5" se emplearon cebadores con
menor grado de degeneracién. Sin embargo, en el producto de PCR amplificado
con los cebadores externos 5° RACE y CcalER (figura 33, carril 2), no se aprecio
ninguna banda que fuera de interés aparente; mas bien por el tamano del
fragmento amplificado se considera que pudiera corresponder a los cebadores

dimerizados.

En base a los resultados anteriores, se realizé el PCR anidado utilizando los
cebadores internos 5° RACE y CcallR. Sin embargo, tampoco se identifico
claramente alguna banda amplificada (figura 33, carril 3), por lo que se decidio
iniciar nuevamente nuestra busqueda del gen cal26a desde una segunda

extraccion de ARN total de ductos venenosos.
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Figura 33. Gel de agarosa con la PCR usando los cebadores externos 5° RACE y CcalER; y el
uso de los cebadores internos 5° RACE y CcallR. En carril 2: productos de PCR usando los
cebadores externos 5" RACE y CcalER. En carril 3: uso de los cebadores internos 5° RACE y
CcallR. El marcador de peso molecular migroé en el carril 1 y fue 100 bp Ladder Marker de
Promega. En ambas PCRs no se obtuvieron bandas de interés para su clonacion.

8.4.2.2.2.4 Amplificacion del extremo 3" usando oligonucleétidos CcalEF y
CcallF

Para iniciar la segunda busqueda del extremo 3°, se trabajé con nuevo material de
ARN total (mencionado previamente). En este caso, fueron manipulados un mayor
numero de organismos, intentando obtener una mayor diversidad de ARNm que
codifiquen para diversas toxinas, donde se incluya la de nuestro interés. Ademas,
el material fue dispuesto en ARN later, soluciéon que garantiza una inhibicion rapida

y eficiente de enzimas ARNsas que pudieran degradar el material bioldgico.

El producto de PCR empleando los cebadores externos 3° RACE y CcalEF se
muestra en la figura 34A, donde se obtuvieron de 5 a 6 bandas amplificadas, por lo
que se planteé el segundo PCR utilizando los cebadores internos 3° RACE y
CcallF, figura 34B. El resultado nos indica una banda unica a 150 pb, que si bien,
es de tamano pequeno debemos recordar que estamos trabajando con un cebador
que se alinea en la parte interna de nuestra toxina y que desconocemos la region

3" no traducida. Considerando lo reportado para las regiones 3" no traducidas
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(UTR, por sus siglas en inglés) de diferentes genes que codifican conotoxinas, el
rango puede ser muy amplio, varia desde 56 pb reportado para la conotoxina
Mal51P, aislada de C. marmoreus, hasta 770 pb que contiene la regién 3'-UTR de
la conotoxina a—S |l aislada de C. striatus (Luo et al., 2006; Wang et al., 2003).

Dicho lo anterior, la banda de 150 pb fue reservada para su clonacion.

A)

Figura 34. Geles de agarosa que muestran los resultados de las PCRs donde se usaron dos
juegos de cebadores. En A), carril 1, se muestra la amplificacion de 5 6 6 bandas como
producto de la alineacion de los cebadores externos 3° RACE y CcalEF; carril 2, muestra el
marcador de peso molecular de ADN; y en carril 3 se presenta el control negativo. En B), carril
1, se observa la alineacion de los cebadores internos 3° RACE y CcallR donde el producto
result6 en la amplificacion de una banda de 150 pb; en carril 2, se muestra el marcador de peso
molecular; y en carril 3 se presenta el control negativo. Las bandas obtenidas fueron de interés
para purificarlas y clonarlas posteriormente. En ambos geles se us6 el marcador de peso
molecular 100 bp Ladder Marker (Axygen).

Como parte de la estandarizacion se realiz6 un gradiente de MgCl, al primer
producto de PCR que presentd varias bandas con poca definicion. La finalidad era
conocer la concentracién ideal de ese cofactor para lograr la definicion de las
bandas. Se realizaron cinco reacciones de PCR con las concentraciones desde 1.5
mM hasta 5.5 mM de MgCl,;, con un incremento de 1 mM, por reaccién. El

resultado de la amplificacién se muestra en la figura 35.
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Figura 35. Geles de agarosa con los productos de PCR que muestran, en inciso A) el gradiente
de concentracion de MgCl,. En carril 1 se trabajo con 1.5 mM de MgCl,, en carril 2 con 2.5
mM, en carril 3 con 3.5 mM, en carril 4 se corrié el marcador de peso molecular, en carril 5
con 4.5 mM, en carril 6 con 5.5 mM de MgCl, y finalmente, en carril 7 se presenta el control
negativo. Para el inciso B) carril 1, se observa el corrimiento de 100 ul de producto de PCR a
2.5 mM de MgCl,; en carril 2, se observa el marcador de peso molecular, y en carril 3, el
control negativo. Los marcadores de peso molecular fueron: 100 bp Ladder Marker (Axygen).

En la figura anterior se puede observar que la reaccién con mejor definicion de
bandas corresponde a la concentracion de 2.5 mM de MgCl; (carril 2). Por lo tanto,
esas condiciones fueron empleadas para recuperar cinco bandas de tamano
aproximado a: 570 pb, 460 pb, 400 pb, 250 pb y 220 pb, mostradas en la figura
35B. La banda amplificada a 680 pb aproximadamente resultd dificil de recuperar
por lo que fue descartada. El producto de la purificacion de cada banda fue
cuantificado y reamplificado de forma individual en una PCR, con las condiciones

descritas. El resultado de la reamplificacion se muestra en la figura 36:
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Figura 36. Reamplificacion de 5 fragmentos de PCR elegidos para ser clonados. En carril 1 se
observa a la banda de 570 pb, en carril 2 1a banda de 460 pb, en carril 3 el marcador de peso
molecular, en carril 4 la banda de 400 pb, en carril 5 la banda de 250 pb, en carril 6 la banda
de 220 pb y finalmente en carril 7 el control negativo. El marcador de peso molecular fue 100
bp Ladder Marker (Axygen).

Los productos de las PCRs anteriores fueron purificados individualmente,
incluyendo la banda de 150 pb obtenida de la PCR anidada, y cuantificados para
determinar la relaciéon molar inserto: vector, y finalmente realizar su clonacion en el
vector pGEM-T. De lo anterior, se clonaron seis bandas y se analizaron las

secuencias de diez a veinte clones por banda.

El resultado del analisis de la banda amplificada a 250 pb, nos llevé a encontrar la
region 3" de nuestro gen de interés, cal26a. La secuencia nucleotidica obtenida
corresponde a la regién de la toxina madura, la cual incluye un codén que codifica
el aminoacido glicina (GGC), esto previo al codon de paro (TGA). La figura 37
muestra la secuencia parcial nucleotidica y secuencia parcial deducida de

aminoacidos del ADNc de nuestro gen.
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AGG CCT AAATGCTGT TGT GTC TGC GGT GTG GTG GGT CGT AAATGC TGC AGT
R P K C C C VvV C G vV vV G R K C C S

ACC TGG AAG GAT TGT CAT CCT GTT CACCTT CCT TGC CCCAGC AGT GGC TGA
T wW K D C H P V H L P C P S S G *

CCTTCTTCCTATCCGTCCTTCTTCTGA TAG CTG CAG AGA GTG ATG AAT CAC
TGT AACATG TAG CGATCT CAG GCA CAG GAG GGC CAG CTT GAT ATT AAA GAC
CAG ACC GCA ATG ACC AGC AAAAAAAAAA

Figura 37. Secuencia parcial nucleotidica y secuencia parcial deducida de aminoacidos del
ADNec del gen cal26a. El codén de paro (TGA), esta indicado con el asterisco. Esta secuencia es
el resultado de la traduccion del clon codificado como C29 (250pb).

Con la obtencidén de la secuencia de la regién 3" de nuestro gen se abrid la
posibilidad de disefar cebadores especificos que nos permitieran amplificar de

forma rapida y eficiente la regién del péptido sefal.

8.4.2.2.2.5 Amplificacion del extremo 5" usando oligonucleétidos Ccal3ER y
Ccal3IR

Los cebadores especificos del gen cal26a se nombraron Ccal3ER y Ccal3IR,
donde el primero se alinea en la secuencia de la region 3" no traducida (o 3" UTR
por sus siglas en inglés), y el cebador interno en la secuencia 3" de la toxina,

incluyendo solo hasta la glicina (secuencia LPCPSSG).

La primera PCR se realiz6 empleando el cebador externo Ccal3ER y el producto de
esa reaccion resulté en la amplificacion de una banda a 420 pb, como se muestra
en la figura 38A. El resultado de la anidacion del producto anterior, se procesé con
el cebador interno Ccal3IR, donde se obtuvo una banda prominente a 380 pb, pero

con bandas accesorias de mayor y menor peso molecular (figura 38B).



68

Figura 38. Geles de agarosa que muestran los productos de PCR, A) usando los cebadores 5’
RACE externo y Ccal3ER; B) los cebadores internos 5" RACE y Ccal3IR. En inciso A) carril 1,
se muestra la banda obtenida a 420 pb, en carril 2 el marcador de peso molecular de
fragmentos de ADN, y en carril 3 el control negativo. En inciso B) carril 1, se observa el
marcador de peso molecular de ADN, en carril 2 se muestran varias bandas donde se obtuvo
una banda prominente a 380 pb, en carril 3 se muestra el control negativo. El marcador de
peso molecular usado en ambos casos fue 100 bp Ladder Marker (Axygen).

Con los resultados anteriores, se planted realizar una reaccion de 100 ul igual a la
indicada en la figura 38B, para contar con material suficiente para su purificacién.
Debido a que la banda mostrada a 380 pb tiene otra banda cercana a 350 pb, se
realizé el corte de ambas y se manipularon por separado, figura 39A. El inciso B,
presenta el producto de PCR de las bandas 380 pb y 350 pb reamplificadas por

separado.
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Figura 39. Geles de agarosa que muestran los productos de las PCRs usando los cebadores 5’
RACE externo y Ccal3ER. En el inciso A) carriles 1-3 y 5-8 se observa el producto de una
reaccion de 100 pl para concentrar la muestra y purificarla, donde se exceptia al carril 4 que
corresponde al marcador de peso molecular. El resultado de las bandas cortadas y
reamplificadas se observa en el inciso B) carril 1 banda de 350 pb, y carril 3, banda de 380 pb.
En carril 2, migro el marcador de peso molecular 100 bp Ladder Marker (AXYGEN).

El material de la figura 39B fue purificado y cuantificado para determinar la relacién
molar inserto: vector, y finalmente realizar su clonacion en el vector pPGEM-T. Para
cada caso, se analiz6 el tamano de inserto de 12 colonias, donde solo se enviaron
a secuenciar los plasmidos con tamafos de 620 pb para la banda de mayor peso y

590 pb para la banda menor, figura 40.



70

Figura 40. Productos de PCR de las colonias utilizando oligonucledtidos especificos M13F y
M13R. La linea roja indica la posicion donde se encuentra el tamaifio de banda esperado a 620
pb (esto para la clonacion de la banda de 380 pb), y 590 pb (para la clonacion de la banda de
350 pb). Los carriles E corresponden a al marcador de peso molecular de 100 bp Ladder
Marker (Axygen), y los carriles enumerados pertenecen a los productos de PCR de colonia.

Una vez analizadas las secuencias obtenidas, se encontré que la banda a 380 pb
corresponde al gen buscado. En la figura 41, se presenta la secuencia resultante
que incluye el péptido senal, la region del propéptido y la secuencia de la toxina
madura que presenta el patrén de cisteinas CCC-C-CC-C-C, mismo que

corresponde a nuestra toxina cal26a.
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ATG AAACTG ACGTGC GTG TTG ATT GTG GCT GTG CTG ATC TTG GCT GCCTGC CAG TTCACC
M K L T C Vv L I v A Vv L I L A A C Q F T

GCA GCT AAC ATG GCG AGA TAT GGC AAG ACT CAG ATA GCA AGA AGT GAT GTCAAG TCG ATT
A A NM A R Y GK T QI A R S D V K S |

GAC GCG AGG AGG CCAAAG TGT TGT TGC GTT TGC GGT GTG GTG GGT CGT AAATGC TGC AGT
b AR RP K CCCV CG VV G R K C C S

ACTTGG AAG GAT TGT CAT CCT GTT CACCTT CCT TGC CCCAGC AGT GGCTGA
T w K D CHP V H LP C P S S G *

cct tct tee tat ceg tec tte tte tga tag ctg cag aga gtg atg aat cac tgt aac atg tag cga tct cag gca cag
gag ggc cag ctt gat att aaa gac cag acc gca atg acc agc aaaaaaaaaa

Figura 41. Secuencia nucleotidica y de aminoacidos que corresponden al precursor peptidico
de cal26a, donde también se incluye la region 3 hasta su poliadenilacion. La secuencia
subrayada es nuestra conotoxina; el codon de paro (TGA), esta indicado con el asterisco. Esta
secuencia es el resultado de la traduccion del clon de 380 pb.

La parte final de la transcripcion del gen se consideré como la base situada
inmediatamente anterior a la cola poliA en la secuencia del ARN mensajero. La
cola poliA esta constituida por 10 nucleétidos adenina y su sefal de adicién de
poliA (PAS por sus siglas en inglés) quiza pudo ser modificada por error de la PCR,
ya que una senal de adicion corresponde a la secuencia aataaa, mientras que en

este caso la secuencia es atattaaa.

Con la informacién obtenida se realizé la prediccion del corte enzimatico del
péptido sefial con el programa SignalP-4.0 del Center for Biological Sequence
analysis (2012)., figura 42.
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SignalP-4,08 prediction {euk networks): Sequence
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Figura 42. Prediccion del péptido seiial de cal26a empleando el programa SignalP-4.0.
Recuperado de Center for Biological Sequence analysis (2012). Valor-C max. en posicion 23 de
0.588; valor-Y max. en posicion 23 de 0.739; valor-S max. en posicion 23 de 0.986. Donde C=
valor del sitio de corte, S= valor del péptido sefial; Y= valor combinado.

El analisis anterior predice un péptido sefial de 23 aminoacidos con un sitio de
corte en el lado carboxilo terminal de la N, lo que podria resultar en un péptido de
54 residuos con procesamiento postransduccional para ser secretado. Los
aminoacidos que pertenecen a la regién pro y la toxina madura fueron
determinados por el inicio ya conocido de nuestra toxina, por lo tanto se infiere que
la generacion de la toxina madura cal26a requiere de corte proteolitico (R-R) en el
C-terminal de la region pro. Lo anterior resulta en una region pro de 20 residuos, y
una toxina madura de 32 residuos, asi como la inclusion del aminoacido glicina y el

coddn de terminacioén. La inclusion del aminoacido glicina en el extremo carboxilo
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de nuestra toxina cal26a nos sugiere la idea de una amidacion, lo mismo fue

reportado para la toxina cl tx-4 por Biggs et al., en 2010.

La figura 43 muestra la forma esquematica del analisis completo realizado a la
secuencia nucleotidica y traducida de nuestro gen. Comprende la secuencia del

precursor peptidico, la toxina madura y su regiéon 3" UTR.

ATG AAACTGACGTGCGTG TTG ATT GTG GCT GTG CTG ATC TTG GCT GCCTGC CAG TTC ACC
M K L T C V L I v A V L I L A A C Q F T

GCA GCT AAC ATG GCG AGA TAT GGC AAG ACT CAG ATA GCA AGA AGT GAT GTC AAG TCG ATT
A A NM A R Y GK T QI A R S D V K S |

GAC GCG AGGlAGG CCAAAG TGTTGT TGC GTT TGC GGT GTG GTG GGT CGT AAATGC TGC AGT
b AR RP K CCC V CG VV G R K C C S

ACT TGG AAG GAT TGT CAT CCT GTT CAC CTT CCT TGC CCC AGC AGT GGCTGA
T W K D C H P V H LP C P S S G *

cct tct tee tat ccg tec tte tte tga tag ctg cag aga gtg atg aat cac tgt aac atg tag cga tct cag gea cag
gag ggc cag ctt gat att aaa gac cag acc gca atg acc agc aaaaaaaaaa

Figura 43. Secuencia nucleotidica y de aminoacidos que corresponden al precursor peptidico
de cal26a, donde también se incluye la region 3" hasta su poliadenilacion. La region sombreada
pertenece a la region pre del precursor, la flecha roja indica el sitio de corte enzimatico que
podria ocurrir al momento de la maduracion de cal26a. Por ultimo, la region subrayada
corresponde a la region de la toxina madura, seguido del aminoacido glicina, como indicio de
una posible amidacion en el extremo carboxilo. Por ultimo, el codéon de paro y la region 3’
UTR.

Por otro lado, con la obtencion del péptido sefal, nos surgié la pregunta: ¢ La toxina
cal26a pertenece o no a una superfamilia nueva? Para responder esto se realizd un
analisis utilizando la base de datos BLAST de National Center for Biotechnology
Information (2011). donde los precursores que resultaron con mayor identidad con

el precursor de cal26a, fueron miembros de las superfamilia O.

La informacion anterior nos sirvié para realizar un segundo analisis utilizando el

programa ClustalW, The European Bioinformatics Institute (2012). Donde la
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alineacion se realizé con los siguientes precursores peptidicos, mencionados tal
como se enumeraron en el analisis: 1) precursor de cal26a; 2) precursor de
conotoxina Cal 6.4 [Conus californicus]; 3) precursor de conotoxina CIl6.2 [Conus
californicus]; 4) precursor de conotoxina CI6.5 [Conus californicus]; 5) precursor de
conotoxina Cal 6.2 [Conus californicus]; 6) precursor de conotoxina con patrén
VIVl [Conus ventricosus] y finalmente, 7) precursor de conotoxina tipo Delta

Ac6.2. La figura 44 muestra los resultados de dichas las alineaciones.

1 MKLTCVLIVAVLILAACQFTAANMARYGKTQ---IARSDVKSIDAR 43
5 MKLTCVLIIAVLILTACQFIAADNTEYRK--——————m e 29
2 MKLTCVLIVAVLILTACQFTAADDMEYPK--——————— e — 29
6 MKLTCVLIVAVLFLTACQLTTA--ASYARSE---REHPDLGSSD-- 39
3 MKLTCVLIVAVLVLTACQFTAAIDSRGGQE-———————=——— NPA-- 33
4 MKLTCVLIVAVLVLTACQFTAAIDSRDGQD-———————=——— NPA-- 33
7 MKLTCVVIVAVLFLTAWTFVTADDSRYGLKNLFPKARHEMKNPEA- 45
hkdkkdkkgkgdkkdk gk g3 gk

Figura 44. Alineacion de 7 precursores peptidicos con el programa ClustalW, The European
Bioinformatics Institute (2012). Se observan los aminoacidos incluidos en la region pre- de
todos los casos, casi en su totalidad son idénticos “*”, otros mas con cambios conservados “:” y
en pocos casos son cambios semiconservados “.” o diferentes.

El analisis anterior nos indica que el precursor peptidico encontrado para la
conotoxina cal26a presenta 59 % de aminoacidos idénticos en la secuencia de la
region pre, el 23 % de aminoacidos con cambios conservados, y 1 % de cambios
semiconservados. Por lo tanto, se considera que el precursor peptidico de la

conotoxina anti-TB tiene un 83 % de similitud con la superfamilia —O.

Por ultimo se realizé un alineamiento entre los precursores de cal26a y cal12.1.1a,
debido a que ambas conotoxinas pertenecen a la superfamilia —O, tienen ocho
cisteinas en sus secuencias del péptido maduro y fueron aisladas de la misma
especie, figura 45. Resultando en un porcentaje de identidad muy bajo para

considerarse miembros de la misma familia.
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calzea MKLTCYLIVAYLILAACQF TAANMARYGKTQIA--RSDVKSIDARR———-PKCC——-CYC 51
caliz.l.1q MKLTCYLYYLLLLLPYGDLITHNNY IRGAARKYTPWRRNLKTRDYCDSLYGGHCIHNGCWC 66
EE 2 s s 2 AE S A 3 ss = X X sese * ek XK =¥ * Xk
calzéa GVWWG--RKCCSTWDKCHPYHLPCPSSG-- 76
caliz.l.1qa DOEAPHGNCCDT-DGCTAAWW-CPGTKWD 87
(L 2 I B . S *k -

Figura 45. Alineamiento de los precursores peptidicos cal26a y call2.1.1a. Ambas conotoxinas
aisladas de la especie C. californicus, miembros de la superfamilia —O y con ocho cisteinas
ambas conotoxinas maduras. Recuperado del programa ClustalWW, The European
Bioinformatics Institute (2012).

Con este resultado, se concluye el trabajo realizado en la identificacion de la

conotoxina cal26a, misma que sera discutida en la siguiente seccion.

8.4.3 Conus ximenes: fraccionamiento del veneno y evaluacién in vitro de la
actividad antimicobacteriana de sus componentes

En la primera fase de la evaluacion del veneno de C. ximenes se analizaron 12
fracciones cromatograficas, donde la concentracién para todos los casos fue de
200 ug/ml. En la figura 46 se evidencia la presencia de seis fracciones (F5a F9y
F11) que inhibieron el crecimiento de la cepa de MTB. En cinco de los casos (F6 a
F9y F11) se observo la misma intensidad del cambio de color que nuestro CM. En
el revelado de F5 se observo el color amarillo mas oscuro, lo que sugiere la idea de

una inhibicién parcial a la concentacion aplicada.
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LA L S L I 1

Figura 46. Seccion de microplaca que incluye a las 6 fracciones que mostraron inhibir el
crecimiento de la cepa H37Rv. Las fracciones F5-F9 comprenden los minutos 25-50 y la
fraccion F11 incluye los minutos 55-60. Los controles empleados fueron: CM y CC, mostrados
en el recuadro. La flecha indica la direccion de la disposicion del duplicado.

Para la segunda etapa de evaluacién resulté practico analizar todos los picos
involucrados del minuto 25 hasta el minuto 60. Para el ensayo fueron considerados
24 picos (figura 47) a una concentracion inicial de 200 ug/ml, exceptuando los
picos: 1 (100 ug/ml), 2 (105 ug/ml), 3 (185 ug/ml), y 18 (70 ug/ml), de los cuales no

logramos alcanzar la concentracién sugerida.
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Figura 47. Perfil cromatografico del veneno total de C. ximenes, donde se muestran las
subfracciones incluidas en los minutos 25 al 60.
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En la figura 48 se observa una seccién de ocho picos evaluados, donde los picos 3
al 6 mantienen un estado oxidado del reactivo revelador. El pico 3 tuvo su actividad
a 185 ug/ml, los picos 5 y 6 mostraron una inhibicion a 100 ug/ml, mientras que el

pico 4 mantuvo el color esperado a una concentracion de 50 ug/ml.

* 100ug/ml
* 100g/ml
* sopg/mi

Figura 48. Seccion de microplaca que muestra las MICs de 8 subfracciones evaluadas frente a

la cepa H37Rv. El ensayo se inicid6 a una concentracion de 200 pg/ml, para cada fraccion,
excepto para las fracciones 1, 2, 3 y 18. Con una flecha se indica la disposicion de titulacion de
la microplaca. Los controles para el ensayo fueron: CM y CC (datos no mostrados).

Del ensayo anterior, la tabla 5 resume el resultado completo obtenido para los
picos con actividad, en base a la concentraciéon o rango de concentracion al que

mostraron actividad.
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Tabla 5. Descripcion del cdédigo empleado para cada una de las subfracciones y la
concentracion o rango de concentracion al que la fracciéon mostroé actividad.

Subfraccién Concentracion o rango de
concentracién al que mostré

actividad (ng/ml)

3 185

4 200-50
5 200-100
6 200-100
7 200

8 200
10 200
11 200
12 200
13 200
14 200
15 200
16 200
19 200-50
20 200
21 200-50
22 200
24 200-100

Para darle direccion a nuestro trabajo, nos enfocamos en siete picos que
presentaban una MIC inferior a 200 ug/ml. Los picos son: F3 - F6, F19, F21 y F24.
También se consideraron los picos F11 y F14, que aunque presentaron una MIC de
200 ug/ml, son picos con apreciable absorbancia para ser analizados (ver figura

47). La siguiente descripcion corresponde al andlisis de los picos 3 al 6 y 14.

La idea de trabajar con las subfracciones F3-F6 en conjunto, fue porque en algunas
corridas no se logré definir las subfracciones F4 de la F5. Después de procesar 10
corridas de veneno total (51.8 mg), para la subfraccién F3-F6 se obtuvieron 2.14
mg. Este material nos permitié evaluar los picos con actividad y la masa molecular
de ellos. La siguiente figura muestra el perfil cromatografico y el protocolo aplicado

en la repurifacion, figura 49.



Tiempo (minutos)

Figura 49. Repurificacion cromatografica de las fracciones F3-F6, donde se obtuvieron 9
subfracciones. El protocolo inicia con 10 % B hasta 35 % B en 60 min, considerando que las
fracciones de interés eluyen a partir de 20 % B.

En el disefio del siguiente bioensayo se considerd la MIC de las fracciones F3, F4,

F5y F6, las cuales estaban en el rango de 50 a 186 ug/ml, por lo que se intenté

emplear una concentracion inicial de 100 ug/ml para los nueve picos (F3-F6.1 a F3-

F6.9). Como se muestra en la tabla 6, solo 5 fracciones alcanzaron dicha

concentracion, a pesar de haber procesado 18 corridas.

Tabla 6. Concentracion empleada en el bioensayo de las fracciones F3-F6.1 a F3-F6.9.

Cadigo Concentracioén inicial
(ng/ml)
F3-F6.1 77.25
F3-F6.2 96.5
F3-F6.3 100
F3-F6.4 100
F3-F6.5 100
F3-F6.6 100
F3-F6.7 88.25
F3-F6.8 100
F3-F6.9 94
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Los resultados del bioensayo son mostrados en la figura 50, donde se observa que
el pico F3-6.3 inhibid el crecimiento de M. tuberculosis en su concentracion inicial
de 100 pg/ml, mientras que los picos F3-F6.4 y F3-F6.7 inhibieron a una
concentracion de 50 y 44.12 ug/ml, respectivamente. Para el caso de F3-F6.9 se
consider6 que su efecto sobre la cepa H37Rv fue de 11.75 pg/ml, con una posible

contaminacion en la segunda titulacion.

Figura 50. Bioensayo para determinar la MIC de las fracciones F3-F6.1 a F3-F6.9, expuestas a
la cepa H37Rv de M. tuberculosis. La flecha indica la direccion en que se realizo la titulacion de
los picos. El control positivo empleado fue un control de crecimiento y como control negativo se
utilizé un control de medio Middlebrook (datos no mostrados).

El primer analisis de las masas moleculares de nuestras muestras de interés se
realizé en la Unidad de Protedmica del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Los
resultados indicaron que F3-F6.3 tiene una masa molecular de 3399 Da, la
subfraccion F3-F6.4 de 2217 Da, y para F3-F6.7 de 1519 Da (espectros no
mostrados). En el caso de F3-F6.9, se reportaron varios iones de bajo peso
molecular (m/z 33.6, 409.8 y 485.7), que no corresponden a ninguna serie iénica

para determinar la masa molecular que tienen. De esta manera, se puede inferir
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que la ultima subfraccibn no es una molécula de origen proteico. Como se
comento, el pico F3-F6.9, presentd la mejor actividad en el ensayo anterior (MIC de
11.75 ug/ml). Sin embargo, como este trabajo se dirige principalmente a la
busqueda de conotoxinas, la molécula encontrada en la muestra F3-F6.9 fue

reservada para otros estudios paralelos a esta tesis.

La confirmacion de las masas moleculares fue realizada por el laboratorio Atheris,
en Suiza. El material enviado fue: F3-6.3 (80 ug), F3-6.4 (80 ug) y F3-6.7 (45 ug),
figura 51.
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Figura 51. Perfil cromatografico obtenido para F3-6.3 y F3-6.4. La purificacion se realizo
empleando un gradiente lineal de 10 % B hasta 35 % B en 120 min.

El resultado del laboratorio Atheris indicé que el pico F3-F6.7 de 1519.60 Da,
comprende una estructura primaria de 14 aminoacidos, que sélo presenta como
modificaciéon postraduccional, los residuos de cisteinas comprometidos en enlaces

disulfuro, figura 52.
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Figura 52. Secuencia primaria del péptido F3-F6.7, obtenida en el andlisis de espectrometria de
masas con ionizacion por electroespray (ESI-MS por sus siglas en inglés) y confirmado por
degradacion de Edman. La estructura primaria esta compuesta de 14 residuos con cuatro
cisteinas comprometidas en enlaces disulfuros.

Con la secuencia obtenida, conocimos que nuestra conotoxina presenta un patron
de cisteinas CC-C-C, reportado previamente para las familias a- y x-conotoxinas, y
que concuerda con el tamafo esperado para estas familias, (Dutton & Craik, 2001).
El analisis en la base de datos de PubMed, mostré que el péptido F3-F6.7 presenta
similitudes con la toxina Iml nativa de C. imperialis (Mclntosh et al., 1994). Con la
ayuda del programa ClustalW, la alineacién de ambas secuencias indicé que

mantienen un 83 % de identidad, figura 53.

F3-F6.7 DGCCRDPRCAINCV 14

ImI -GCCSDPRCAWRC- 12
*kk kkkkk ok

Figura 53. Alineamento de la secuencia F3-F6.7 y la a-CTX Iml, empleando el programa
ClustalW, The European Bioinformatics Institute (2012).

Las caracteristicas bioquimicas de la conotoxina Iml la colocan como una
conotoxina 4/3 de acuerdo a los espacios intercisteinas que presenta. Es
reconocida como antagonista de los receptores nicotinicos de acetilcolina (hAAChR),
teniendo como aminoacido clave a la prolina, en la posicion 6 de la secuencia. Lo
anterior le brinda especificidad hacia las subunidades a7 de estos receptores.
Considerando el 83% de identidad entre ambas conotoxinas, los espacios
intercisteinas (4/3) y la presencia de la prolina mencionada en nuestra toxina,

podemos clasificar a F3-6.7 como miembro de la familia de las a-conotoxinas y que
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su blanco molecular mas probable es el nAChR. Esto solo se podra aseverar hasta

su corroboracion con los ensayos pertinentes.

Para clasificar la conotoxina, con nombre provisional F3-6.7, se considerd
nuevamente las referencias de Olivera et al., 2001 y Terlau & Olivera, 2004. Por ser
una toxina nativa de la especie C. ximenes, se asignaron las letras, “xm”; el numero
arabigo “1” por pertenecer al patrén de cisteinas CC-C-C descrito para las a-
conotoxinas; y la letra minuscula “a” por ser la primera conotoxina de una familia de
conotoxinas similares (datos no mostrados). Hasta corroborar el blanco molecular

especifico de xm1a, debera ser nombrada de esta forma.

Por otro lado, ademas de los picos F3 a F6, se comentd el analisis de otra fraccion
(F14) que por ser abundante en el veneno de C. regularis, se decidié realizar su
repurificacion y evaluacion. Para esto, se procesaron 28 corridas de veneno total, y
se generd un lote de 3.6 mg de F14, que fue utilizado en 12 corridas posteriores

para su repurificacion y asi separar a los 12 picos involucrados, figura 54.

™ 100
160 4
A
140 o AN
\ = 75
120 «
. [+4]
g - 50 §
(=] [¥]
f 3
- AN [
2 < 0 X
£ A
Q\ 25
T 0
30

Tiempo (minutos)

Figura 54. Perfil cromatografico obtenido de la fraccion F14, donde se reportaron 12
subfracciones. El protocolo inicia con 26 % B hasta 46 % B en 60 min, considerando que las
fracciones de interés eluyen a partir de 36 % B.
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El bioensayo donde se evalud la actividad de F14 (datos previamente mostrados),
demostré que este pico tiene efecto inhibitorio a una concentracién de 200 ug/ml.
Sin embargo, en su subfraccionamiento se muestran numerosos picos (F14.1-
F14.12) con escasa abundancia, que dificilmente alcanzarian una concentracion
inicial de 200 ug/ml, por lo que se decidid considerar a los picos de mayor
absorbancia iniciando a una concentracién de 100 ug/ml. Las concentraciones

obtenidas para los 12 picos se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Concentracion empleada en el bioensayo de los picos F14.1 a F14.12.

Cadigo Concentracién
inicial (wg/ml)

F14.1 47.25

F14.2 87.75

F14.3 8.75

F14.4 12.75

F14.5 54.25

F14.6 21.25

F14.7 54

F14.8 100

F14.9 82

F14.10 100

F14.11 73

F14.12 50

En el ensayo de viabilidad celular, solo las muestras F14.1 y F14.2 presentaron
efecto sobre M. tuberculosis, inhibiendo a la cepa H37Rv con una MIC de 23.62
ug/ml y 5.48 ug/ml, respectivamente. La figura siguiente muestra el resultado de los

picos con actividad, figura 55.
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Figura 55. Bioensayo para evaluar la MIC de los picos F14.1 y F14.2, expuestas a la cepa
H37Rv de M. tuberculosis. Las fracciones que no mostraron actividad, no son presentadas en la
figura. La flecha indica la direccion en que se realizé la titulacion de las fracciones. El control
positivo empleado fue CC, y como control negativo se utilizé6 a CM (datos no mostrados).

Al analizar el perfil cromatografico, se puede observar que las muestras F14.1 y
F14.2 eluyen al inicio de la corrida, con 26.9 % de solucion B, lo que no concuerda
con el porcentaje de elusién de F14 (con 36 % de solucion B). De ser péptidos
F14.1 y F14.2, lo que pudiera estar ocurriendo en el perfil cromatografico son
cambios en las estructuras de las moléculas, lo que estaria provocando la

exposicion de residuos mas hidrofilicos en sus estructuras.

El trabajo para los picos F14.1 y F14.2 actualmente sigue su curso. Sin embargo,
como estrategia para avanzar en esta tesis, se decidié enfocarnos en la conotoxina
xm1a, para los ensayos subsecuentes. A continuacion se muestra un esquema del

trabajo global realizado en el analisis del veneno de C. ximenes, figura 56.
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Figura 56. Diagrama que resume el trabajo realizado para las fracciones F3-F6 y F14 de C.

ximenes. El esquema es descrito en el texto.

Por lo tanto, la seccidon de analisis del veneno de C. ximenes, se resume en el

hallazgo de la conotoxina xm1a, de 14 aminoacidos y que por su facil estructura

primaria nos permitid obtenerla de forma sintética para realizar su evaluacién en un

modelo murino de enfermedad progresiva de tuberculosis.
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8.4.3.1 Evaluacion de la toxina sintética xm1b mediante cuantificacion de
bacterias vivas en el pulmén del modelo murino

Como se sefiald anteriormente, la conotoxina con actividad antimicobacteriana
aislada de C. ximenes presenta caracteristicas que la incluyen en la familia de las
a-conotoxinas, y que éstas tienen como blanco molecular los nAChR. Por otro lado,
M. tuberculosis es un patégeno intracelular que infecta principalmente a
macrofagos; asimismo, se ha descrito que estas células fagociticas expresan
mayormente el homopentamero a7 nAChR, mismo receptor que hemos venido
sugiriendo como blanco molecular de nuestra conotoxina. De esta manera, un
trabajo de tesis paralelo al nuestro (Cervantes, 2013), evalu6 a nuestra conotoxina
y el impacto de la presencia (xm1b) o ausencia (xm1a) de la amidacién en el
carboxilo terminal, en la respuesta de activacion del macréfago en relacién con la

presencia del agonista nicotina y el estimulo de lipopolisacarido (LPS).

Los resultados de ese trabajo, seran retomados en la siguiente seccidn; solo para
introducir a nuestro siguiente bioensayo, es importante mencionar que la
conotoxina que mostré mejor efecto en la expresion de genes que codifican
citocinas pro-inflamatorias, fue la versién amidada de nuestra conotoxina, es decir,
xm1b. La implicacién de la conotoxina como inmunomodulador, favoreciendo una
respuesta pro-inflamatoria en ensayos in vitro, sustenté su empleo en el modelo
murino de tuberculosis progresiva. Esta situacion es importante porque en el
bioensayo, al iniciar el tratamiento los animales experimentales se encuentran en
una etapa avanzada de la enfermedad, que se caracteriza por el incremento en el
numero de bacterias vivas en los pulmones. Y desde el punto de vista
inmunoldgico, durante esta fase, se incrementa significativamente la presencia de
linfocitos T cooperadores de tipo 2 (Th-2), que se caracterizan por producir
citocinas anti-inflamatorias, siendo eficientes antagonistas de las células Th-1.
Como consecuencia, esto contribuye a desviar la accion protectora de las células
Th-1, favoreciendo la progresion de la enfermedad (Hernandez-Pando et al., 1996).
Por lo tanto, el delicado balance de las respuestas Th1/Th2, sin duda es escencial

en la involucién de la enfermedad.
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Por tratarse de un bioensayo preeliminar, solo se analizdé la conotoxina que
presento la respuesta inmunomoduladora mas significativa en el ensayo in vitro, es
decir, la versiéon amidada xm1b. Entonces, los animales de experimentacion fueron
tratados con la toxina sintética xm1b, solucién salina o nicotina, donde la
administraciéon se realizo cada tercer dia. El pulmén derecho o izquierdo de cada
ratdén, en cada tiempo de sacrificio (1 y 2 meses de tratamiento) fueron usados para
cuantificar el numero de bacterias viables. La figura 57 muestra los resultados de la
cuantificacion de UFC en los pulmones de ratones al primer y segundo mes de

tratamiento.
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Figura 57. Evaluacion de la cepa H37Rv in vivo, retada con la conotoxina xm1b. Se muestra el
grafico de la cuantificacion de UFC, al primer y segundo mes de la administracion de los
tratamientos. Valores comparados con el control de solucion salina. Se realiz6 una prueba t de
student donde * p< 0.05, ** p=0.006

La evaluacién de la conotoxina xm1b mostré6 una tendencia a disminuir la carga
bacilar de los pulmones de los ratones en su comparacién con el control de
solucion salina al primer mes de tratamiento, pero es hasta el segundo mes que se
observo una diferencia significativa de la carga bacilar. Lo anterior nos sugiere que
nuestra conotoxina tiene efecto esterilizante en el tejido pulmonar infectado con M.
tuberculosis. Caso contrario se observa en nuestro control negativo al presentar
una cinética de progresién en la proliferaciéon de bacterias viables. Del grupo
experimental tratado con nicotina, varios reportes han revelado que el alcaloide

ejerce un efecto anti-inflamatorio en muchos procesos fisiolégicos (Zhou et al.,
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2012; Hamano et al., 2006). Por tal motivo es de esperarse el aumento de la carga
bacilar en los pulmones tratados con este compuesto, asi como lo podemos
observar en el primer mes de la evaluacion. La ambiguedad observada en el

segundo mes de tratamiento con nicotina, sera discutida en la siguiente seccion.
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9. Discusion

9.1 Caracterizacién bioquimica y bioloégica de la conotoxina cal26a

Trabajar con la especie Conus californicus conlleva involucrarse en la complejidad
de los componentes venenosos que emplea el caracol para cazar, depredar y/o
defenderse en su habitat. Hasta la fecha han sido pocas las publicaciones que han
descrito las conotoxinas del veneno de esta especie. Sin embargo, queda claro que
C. californicus es una especie atipica que diverge del resto de los miembros del
género, al habitar climas frios y presentar una conducta alimenticia diferente. Como
consecuencia, los caracoles expresan una variedad de conotoxinas que divergen

de la clasificacién convencional.

Un ejemplo de lo recién mencionado es la conotoxina cl tx-4 (reportada por Biggs et
al., 2010) y renombrada en este trabajo como cal26a. La conotoxina presenta un
patrén de cisteinas no descrito previamente, CCC-C-CC-C-C. Y es en este trabajo
de tesis que se le clasifica como miembro de una superfamilia de conotoxinas, asi
como se habla de su participacion como inhibidor del crecimiento de la cepa H37Rv

de M. tuberculosis.

De lo descrito por Biggs sobre la conotoxina cl tx-4, reportan la secuencia con el
acido aspartico (D) y la lisina (K), en la posicién 20 y 21, respectivamente. Sin
embargo, nuestro analisis del péptido por degradacion de Edman y la obtencion del
ADNCc de nuestro gen, indican que la conotoxina cal26a contiene esos aminoacidos
en posicion inversa, es decir, la lisina en posicién 20 y el acido aspartico en
posicion 21. Y en ninguno de los clones obtenidos se observé la distribucion DK en
vez de KD. Por lo que consideramos que existe error en la conotoxina cl tx-4
(cal26a) publicada por Biggs, o bien, encontramos una divergencia de esta misma

toxina.

Por otro lado, la masa molecular monoisotépica tedrica y experimental concuerdan,
lo que indica que cal26a contiene una amidacion en el carboxilo terminal, ocho
cisteinas comprometidas en enlaces disulfuros, y cuatro prolinas hidroxiladas. De

esto Ultimo, las conotoxinas han sido descritas ampliamente con numerosas
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modificaciones postraduccionales; los residuos de prolina hidroxilados, se han
reportado en por lo menos 10 familias de conotoxinas; como las u-CTx, kM-CTXx, -
CTx, -CTx, 8-CTx, y algunas subfamilias de las a-CTx, entre otras (Lopez-Vera et
al., 2008).

Desde una perspectiva evolutiva, se ha observado que las ventajas y desventajas
de las prolinas (Pro) versus hidroxiprolinas (Hyp), son consideradas
cuidadosamente en cada una de las familias. Por ejemplo, en algunos miembros de
la familia de las omega conotoxinas, como w-MVIIC y w-GVIA se ha mostrado que
la sustitucion de Hyp no afecta la actividad de la conotoxina hacia su blanco
molecular pero si parece afectar el plegamiento de la molécula. Por otro lado, en la
familia de las a-CTxs, estudios realizados a la a-Gl, a-Iml y a-PnIB, que tienen
como caracteristica comun la conservacion de la prolina en el primer bucle, han
demostrado que su reemplazo por Hyp tiene un impacto negativo de forma
significativa en sus actividades; donde a-Iml [P60] se encontrd inactiva contra los
a7 nAChRs, y a-Gl [P50], se disoci6 mucho mas rapido de los a1p16e nAChRs
(Lépez-Vera et al., 2008). En estudios in vitro, se ha concluido que dicha
modificacién esta involucrada en el plegamiento oxidativo y/o en la actividad de las
conotoxinas; se ha especulado que los caracoles “emplean” la hidroxilacion de las

prolinas para mejorar la bioactividad de las conotoxinas (Lépez-Vera et al., 2008).

Para cal26a, se asume que la version de las cuatro prolinas modificadas es la
implicada en la actividad contra la cepa H37Rv de M. tuberculosis, porque en
ninguno de los analisis de espectrometria de masas realizados se mostré alguna
masa monoisotopica diferente a la obtenida de 3542.5 Da. Esto permite suponer
que al purificar por HPLC y siempre observar dos picos consecutivos en nuestra
muestra, podria tratarse del mismo compuesto con dos conformaciones vy
diferentes interacciones hidrofébicas en la columna de HPLC. La complejidad
asociada a la presencia de prolinas en péptidos pequefios con numerosos enlaces
disulfuro ha sido reportada para la contoxina MI, en la a-conotoxina BulA, y en Leu-
contrifano-P aislado de C. purpurascens (Gray et al., 1983; Jin et al., 2007,

Jacobsen et al., 1999). El estudio de prolinas y/o hidroxiprolinas, revela que sus
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isomerias geométricas cis/trans provocan una dinamica conformacional, que en
algunos casos puede ser detectada por HPLC (Jacobsen et al., 1999; Lépez-Vera
et al., 2008). Esto pudiera explicar la presencia de los dos picos observados en
nuestros perfiles cromatograficos, aunque no se descarta la posibilidad de la
existencia de dos 0 mas conotoxinas con diferentes versiones Pro y/o Hyp. Para el
veneno de C. regius, se reportd la presencia de dos péptidos idénticos, RgIB y

RgIC que contienen tanto la version Hyp como Pro (Franco et al., 2006).

En relacion a la amidacién del carboxilo terminal, es sugerida esta modificacion
para cal26a por presentar en su secuencia el residuo de Gly en su extremo
carboxilo, como posible sefal de una amidacion potencial del residuo Ser; esto
sumado a lo ya comentado, sobre las masas moleculares tedrica y experimental,
nos permite considerar la amidacion como parte de nuestra conotoxina. El proceso
que ocurre en la modificacion postraduccional de la glicina en un péptido implica el
procesamiento del C-terminal de la secuencia —XG que es removido por la
monooxigenasa para producir un C-terminal amidado (—X-NH;) en la toxina
madura. La amidacion del extremo carboxilo para la conotoxina w-MVIIA, parece
ser un factor de gran importancia en el plegamiento de esta omega conotoxina, a
diferencia de lo que se pensaba para el propéptido y la disulfuro isomerasa (o PDI

por sus siglas en inglés) (Buczek et al., 2005).

De la longitud de las colas poliA, se ha publicado que el numero de sefiales es
inverso a la longitud de colas poliA, pero esto es contrario a lo observado en
nuestro caso, ya que la longitud de la cola poliA es de 10 nucleétidos, cuando
podria alcanzarse una longitud de mas de 70 adenosinas al tener una sola senal de
adiciéon de poliA (Luo et al., 2006).

Por otro lado, sobre las conotoxinas con ocho cisteinas es poco lo que se ha
descrito. Se han reportado ocho patrones diferentes, incluyendo el descrito por
Biggs y en nuestro trabajo. Pero solo para el caso del patrén Xl (C-C-CC-CC-C-C)

es que se conoce la conectividad de las cisteinas, tabla 8.
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Tabla 8. Lista de patrones de cisteinas encontrados en las conotoxinas y lo reportado de sus
conectividades y blancos moleculares.

Patréon S-S Conectividad  Conotoxina Blanco Bibliografia
molecular
X C-C-CC-CC-C-C IV, II-VI, I-  Superfamilial  VGSC Buczek et al., 2007
VII, V-VIII

Xl C-C-C-C-CC-C-C TxXyCall2.11 Brown et al., 2005;
Gilly et al., 2011

XMl C-C-C-Cc-c-Cc-C Del3a Aguilar et al., 2005

XV C-C-CC-C-C-C-C Superfamilia V Peng et al., 2008

XVI C-C-CC-C-CC-C cal6a Yuan et al., 2008

XXI C-C-C-C-C-C-C-C Cal22a Elliger et al., 2011

XXIV C-C-C-C-Cc-cc RsXXIVa VGCC Bernaldez et al., 2013

XXVI CCC-C-CC-C-C cal26a Biggs et al., 2010
Trabajo de tesis/
Bernaldez

La descripcion de patrones de ocho cisteinas, mostrada en la tabla anterior, no
permite clasificar a cal26a dentro de alguna familia y/o superfamilia de conotoxinas
reportadas. Sin embargo, para nuestro estudio era importante conocer la secuencia
amino terminal de la toxina, que incluye la regién del propéptido, por ser parte
fundamental en el plegamiento correcto de las conotoxinas. EI método RACE
empleado para clonar el ADNc de cal26a, permitié identificar la superfamilia a la
que pertenece nuestra conotoxina y conocer la extensién del prepropéptido. De
esta manera, el precursor de cal26a al presentar 83 % de similitud con la
superfamilia —O, nos permite aseverar que nuestra conotoxina pertenece a esa
superfamilia, la cual conserva la secuencia del péptido senal MKLCT, considerada

como la secuencia candnica para la superfamilia —O (Duda & Palumbi, 2004).

Para C. californicus ya se habian reportado conotoxinas con ocho cisteinas, que
fueron clasificadas como miembros de la superfamilia —O. Gilly y cols., describieron
una familia de conotoxinas nombrada cal12, que bloquean canales idnicos de sodio
y que presentan el patron de cisteinas: C-C-C-C-CC-C-C (tabla 8). Basados en la
homologia del péptido sefial en esa nueva familia, se les asocié a la superfamilia —

O. Ellos describen que seis de los ocho residuos de cisteinas, constituyen el patrén
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canodnico de los miembros de la superfamilia —O; y por la adicién de dos cisteinas
en el amino terminal, la conotoxina fue subclasificada como O + 2, como parte de la
superfamilia —O (Gilly et al., 2011). Esa conclusion se justificé analizando la
estructura genérica de los miembros de la superfamilia; se ha descrito que los
residuos intermedios intecisteinas son: C4(3-6)C2(5-10)C3C4(2-8)Cs5(3-10)Cs, donde
Ci indica los residuos de cisteinas conservados y su posicion (i=1-6), el numero
entre paréntesis indica el numero de aminoacidos que intervienen (Gracy et al.,
2008). De esta manera, proponen que la familia cal12 podria quedar embebida en
la estructura basica de los miembros de la superfamilia-O C(6-7)C(4)-C+(1)C(4-
8)C3C4(4)C5(4-5)Cs, exceptuando a C4-C,. Al aplicar el mismo criterio a cal26a
(CCC-C-CC-C-C), encontramos que la longitud de los segmentos intercisteinas
también puede incluirse en esa estructura basica CC-C4(1)C2(6)C3C4(5)Cs5(6)Ce,
solo excluyéndose a C4. Sin embargo, la divergencia entre cal26a y cal12.1.1a es
evidente en la figura 45, donde resulté que el porcentaje de identidad era muy bajo
para considerarse miembros de una misma familia, sumado a la diferencia de
patrones de cisteinas. Por lo tanto, estos resultados indican que ambos genes
divergen de forma independiente y problablemente estan dirigidos a diferente

blanco molecular.

Lo anterior, apoya lo mencionado previamente por varios autores donde el
aparente desajuste entre los patrones de cisteinas podria involucrar la presencia de
un intrén en la regidon —pro de los genes de conotoxinas que separan el exén | (que
codifica la secuencia sefial) de la porcién remanente del gen (Yuan et al., 2007,
Elliger et al., 2011).

En relacion a las superfamilias expresadas en la especie C. californicus, se ha
descrito la conservaciéon de algunos genes de superfamilias comunes para el
género. Se tiene evidencia de que C. californicus comparte el 50 % de las
superfamilias mas conservadas entre los miembros del género Conus. Lo anterior,
excluye a las superfamlias —A y —M; mismas que junto a la superfamilia -O son
consideradas como los genes dominantes en la mayoria de los venenos de Conus
y miembros del clado mayor en la evolucion de las superfamilias (Biggs et al.,
2010).
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Aun de las superfamilias que comparte C. californicus con el resto de las especies
se han reportado diferencias considerables. Por ejemplo, la superfamilia —S se
caracteriza por incluir en sus conotoxinas estructuras de 10 cisteinas, pero en C.
californicus se reportaron miembros de 8 cisteinas, pero con clara evidencia de la
conservacion del péptido senal como requisito para su inclusion en esta
clasificacion. Por lo tanto, la presencia de un miembro de la superfamilia -O, con
ocho cisteinas en vez de las seis clasicas, no resulta tan sorprendente; solo hace
evidente la clara divergencia evolutiva que ha experimentado nuestra especie de

trabajo.

La suma de resultados sugieren que la superfamilia —O y su compleja diversidad de
familias, son de gran relevancia en las interacciones bidticas de la especie C.
californicus a lo largo de la historia. De hecho, el estudio de Biggs y colaboradores
describe que el patron de cisteinas #VI/VII (caracteristico de la superfamilia -O) es
el grupo mas prevalente en la biblioteca de ADNc que ellos generaron; y que,
segun su estudio, el mayor numero de conotoxinas encontradas en el veneno
correspondia a miembros de la superfamilia -O. Se ha evidenciado en el veneno de
este caracol la presencia de miembros de las familias 6-CTxs y w-CTxs, asignados
por la conservacién del péptido senal y las caracteristicas particulares que permiten
asignarlas como miembros de esas familia. Asi mismo, Biggs et al., y Elliger et al.,
reportaron conotoxinas que pertenecen a la superfamilia —O, que conservan el
patron C-C-CC-C-C, pero la longitud y variabilidad intercisteias no permiten
clasificarlas dentro de las familias reportadas. Lo anterior, sumado a la familia de
conotoxinas O + 2, reportada por Gilly et al., que tienen el patrén C-C-C-C-CC-C-C
y que presentan actividad aparente sobre diversos subtipos de canales de sodio. Y
finalmente la conotoxina cal26a asignada en este trabajo como miembro de esta
superfamilia, y que presenta otro patron diferente a los anteriores CCC-C-CC-C-C,
fortalecen la hipotesis de que la diversificacion de las conotoxinas en C. californicus
es el resultado de la adaptacion evolutiva en relacion al amplio rango de presas
donde consideramos que, la superfamilia —O juega un papel fundamental en este

proceso.
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A pesar de la asignacion de la conotoxina cal26a como miembro de la superfamilia
-0, la informacion bibliografica actual dista mucho de orientar o sugerir el posible
blanco molecular de la familia a la que pertenece la conotoxina. Sin embargo, si se
puede considerar su interaccién con algun canal o proteina transportadora de la
membrana en la micobacteria. Considerando el perfil hidropatico de cal26a,
determinado por la tendencia hidrofébica de los residuos implicados en su
estructura primaria, se podria excluir de interactuar directamente sobre la
membrana como se ha descrito para los péptidos antimicrobianos, como las
defensinas. Estos son ampliamente distribuidos en el reino animal y vegetal,
incluyendo su descripcion en moluscos, pero sus caracteristicas fisicoquimicas, de
alto contenido de residuos hidrofébicos, los hace diferentes a la conotoxina cal26a.
Estos péptidos con patrones de cisteinas C-C-C-C-CC, producen dafo en la
membrana celular bacteriana al penetrarla y causar la lisis celular (Rivas et al.,
2005). Por la misma razoén, tampoco podriamos asociarla al mecanismo de accién
de la toxina GsMTx4 de 34 residuos, de patron de cisteinas C-C-CC-C-C y aislada
de la tarantula Grammostola spatulata. Hasta el momento, es la unica toxina
descrita que modula el MscL mostrado en un modelo de espeferoplastos gigantes
de E. coli; mismo canal que ha sido descrito en M. tuberculosis. La toxina mostré
unirse a la interfase lipidica del canal, incrementando el estrés local que es
detectado por el canal, estabilizando un estado abierto del mismo (Kamaraju et al.,
2010).

En esta misma linea de investigacion, para sugerir el posible blanco molecular de
cal26a como agente antimicobacteriano, sabemos que son pocos los reportes que
asocian a las conotoxinas con la actividad antimicrobiana, tal como suponemos
esta ocurriendo con nuestra conotoxina. De lo poco que se conoce, la w-CTx GVIA,
descrita por ser un bloqueador de canal de calcio, mostré inhibir la quimiotaxis de
Escherichia coli. La conotoxina actua en la membrana citoplasmatica de la bacteria,
y se han sugerido dos proteinas (de 50 kDa y 65 kDa), como posibles blancos

moleculares (Tisa, 2000). Resulta dificil relacionar a GVIA y cal26a, excepto por la
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conservacion del residuo lisina al inicio de las secuencias, que es de gran

importancia para GVIA en la interaccién con el canal (Brady et al., 2013).

Sin embargo, en M. tuberculosis se ha descrito que las bombas de salida presentes
en la membrana del bacilo actuan en el mecanismo de resistencia a farmacos. Se
ha descrito que la micobacteria expresa un gen que codifica una bomba de eflujo
para sacar al farmaco RIF, como mecanismo para generar resistencia. De esto, se
ha mencionado que la inhibicibn de las bombas de salida por verapamilo, un
farmaco descrito por ser bloqueador de canales de calcio, reduce la tolerancia a
farmacos y aumenta la eficacia de los mismos. En nuestro caso, no estuvimos
trabajando con una cepa que fuera resistente a RIF, pero se ha descrito que la
cepa H37Rv expresa multiples proteinas de eflujo, en mayor o menor grado,
considerando que estas bombas probablemente tengan un papel fisioldgico
preexistente, para proteccion del bacilo contra moléculas tdxicas a nivel

intracelular, en la linea de conservacion de la homeostasis (Louwn et al., 2009).

Evidentemente, con la falta de estudios que sustenten la idea anterior, lo recién
mencionado solo es elucubracién de un posible blanco molecular de cal26a al
contactarse con el bacilo. Solo la continuacién de nuestro trabajo nos permitira

identificar y relacionar a cal26a con su blanco en M. tuberculosis.

9.2 Caracterizacién bioquimica y biolégica de la conotoxina xm1b

La caracterizacién de los componentes del veneno de C. ximenes no ha sido
descrita previamente. Por lo tanto, nuestro trabajo reporta la primera conotoxina
nativa, aislada del veneno de esta especie. El analisis del péptido por degradacion
de Edman y ESI-MS, indicaron que la conotoxina con actividad en la cepa H37Rv
de M. tuberculosis es: DGCCRDPRCAINCV, con una masa molecular

monoisotopica experimental de 1519.60 Da.

La conotoxina xm1a presenta caracteristicas estructurales y alta similitud con la
conotoxina a-Iml, lo que permitié facilmente clasificarla como miembro de la familia

de las a-CTxs (figura 53). En esta familia existe una sub-clasificacion basada en el
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numero de residuos en los espacios intercisteinas. En este caso, xm1a pertenece a
la sub-clasificacion a4/3, subfamilia que se caracteriza por presentar la siguiente
distribucion CC-C(X4)-C(X3) y por ser bloqueadores selectivos de los nAChRs

neuronales (Azam y Mcintosh, 2009).

Otra conotoxina a4/3 muy similar a la Iml fue también aislada de la misma especie
C. imperialis, y nombrada a-CTx Imll. Aunque también es altamente homodloga a
Iml, por conservar 9 de los 12 residuos presentes en Iml, la a-CTx Imll, no compite
con la a-bungarotoxina por el sitio de unién del a7 nAChR. La razéon esta
relacionada con la ausencia de la Pro6 en Imll, y la presencia de una Arg en esa
posicion. La Pro6 en la a-CTx Iml, ha sido considerada como el aminoacido critico
en determinar la ubicacién de la unién de la toxina con el receptor a7 (Ellison et al.,
2003). Nuestra conotoxina conserva en su estructura primaria este aminoacido
clave para la afinidad sumado a otros residuos importantes en la interacciéon como
Asp5 y Arg7, solo exceptuando al Trp10, que ha sido involucrado en menor grado;
estos mismos residuos han sido asociados en la interaccion de la conotoxina -
CTx RglA con los 09010 nAChR. En este caso, esta involucrada adicionamente la
Arg9, por participar de forma importante en la interaccion con los residuos de carga
negativa presentes en el receptor. Este mismo residuo Arg9, se encuentra presente
en Imll, pero las interacciones dadas por Asp5 y Arg7, participan en su afinidad
hacia los receptores a7. Solo que la ausencia de Pro6 en Imll dirige a unirse a un
sitio diferente de Iml (que se caracteriza por unirse en el “binding pot”). Por lo tanto,
la presencia de Asp5, Pro6 y Arg7 en el primer bucle de xm1a es indicio fuerte de
una posible unién similar a la a-CTx Iml con el a7 nAChR (Arias & Blanton 2000;
Azam & Mclntosh 2009).

De las diferencias entre ambas conotoxinas, es de mencionarse la presencia de un
residuo adicional en el extremo amino y carboxilo, presente en xm1a. La extension
del N-terminal con la presencia de la carga negativa dada por el Asp se ha
reportado para tres conotoxinas a-CTx PIA, a-CTx ArlA y a-CTx GIA, donde para
esta ultima se evidencido que el residuo era importante en la afinidad hacia el
receptor a7 (Dowell et al., 2003; Whteaker et al., 2007; Millard et al., 2009). Otra
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diferencia en xm1a es el residuo con carga positiva Arg5 (Ser4 en Iml), que es de
resaltar por ubicarse en el bucle que incluye los residuos mas importantes para la
interaccién con el receptor. La inclusion de residuos cargados en la estructura de
xm1la evidentemente altera sus propiedades fisicoquimicas, lo que pudiera
traducirse en una cinética y potencia diferente al unirse a su blanco molecular. Solo
estudios de estructura-actividad podran indicar los aminoacidos mas importantes

para la interaccién con el receptor.

La asignacion del patrén de enlaces disulfuro se infirid porque la familia de las a-
CTxs conserva el arreglo C1-C3, C2-C4. Mientras que el patrén de lazos (C1-C4,
C2-C3) corresponde a la familia de las x-CTx. Sin embargo, se ha sugerido la
presencia de la conotoxina a-Gl con el patron de lazos de forma nativa, sumada a
la conformacién globular convencional (Safavi-Hemami et al., 2012). La posibilidad
de que exista la conformacion C1-C2 y C3-C4 en la naturaleza es remota por ser

un arreglo energéticamente desfavorable.

Para las a-CTxs se ha reportado algunas modificaciones postransduccionales,
donde destaca la amidacién del carboxilo terminal. Para xm1a nos resulté dificil
asignar esa modificaciéon porque la masa monoisotépica tedrica (sin amidacién) y
experimental fue de 1519.60 Da (analisis en www.peptidesynthetics.co.uk), pero no
se descarta la posibilidad de que la modificacion esté presente. Ademas, de
acuerdo con los resultados de Cervantes (2013). quién evaluoé las dos versiones, se
demostré que ambas secuencias presentan la misma actividad inmunomoduladora
pero variando la potencia, siendo mas efectiva la versiéon amidada. Entre las a-
CTxs reportadas sin amidaciéon se encuentra la a-CTx RglA, que se dirige a los

receptores a9/a10 (Ellison et al., 2006).

En relacién al posible blanco molecular de xm1a y/o xm1b en M. tuberculosis,
sabemos que nuestra conotoxina logra inhibir el crecimiento del bacilo pero es poco
lo que se conoce de canales expresados en la micobacteria. Se ha descrito un
canal mecanosensible MscL (figura 3) que por ser ubicuo, se ha demostrado en E.

coli y B. subtillis que esta involucrado en la viabilidad celular, participando en la
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osmorregulacion de la bacteria para evitar la lisis celular o implicado al inicio de la
fase estacionaria anticipando cambios osmaéticos (Haswell et al., 2011). Por otro
lado, Chan y colaboradores, determinaron por cristalografia la estructura del MscL
presente en M. tuberculosis (MscL-TB), y lo asemejan al nAChR, no solo por ser un
homopentamero sino también por presentar similitudes en la estructura del poro,
asi como la orientacion, empaquetamiento de la hélice y angulo de inclinaciéon
(Chang et al., 1998). En este trabajo se menciona que las hélices de ambas
proteinas, en la constriccion del poro, se encuentran alineadas con residuos
polares como treoninas o serinas y residuos hidrofébicos. El alineamiento de la o
hélice transmembranal (TM2) del MscL-TB y la a-hélice M2 del nAChR distan
mucho de presentar un porcentaje de identidad que las relacione (analisis no
mostrado). Entonces, a pesar de las similitudes mencionadas por estos autores, no
hay evidencia que nos acerque a considerar este canal como blanco de nuestra

conotoxina en M. tuberculosis.

A pesar de que con esta informacién carecemos de herramientas para asignar a
xmila y/o xm1b hacia un blanco molecular en M. tuberculosis, si podemos
asociarlas a una posible participacion en la modulacion de los receptores
nicotinicos, con la ayuda del trabajo de tesis realizado por Cervantes, donde se
evalué el papel de ambas secuencias como antagonistas nicotinicos en la
activacién de macréfagos, en presencia del agonista nicotina y el estimulo de LPS
(Cervantes, 2013). Se ha descrito que los receptores nicotinicos se encuentran
presentes en numerosas poblaciones celulares, lo que incluye su participacién en
la modulacién de la respuesta inflamatoria. Asi, los receptores nicotinicos de tipo
neuronal se encuentran expresados en la membrana de macrofagos, linfocitos T y
B, células dendriticas, mastocitos, neutréfilos y células asesinas naturales (Ulloa &
Jonge, 2007). Lo anterior es importante para nuestro trabajo porque, como se
comentd previamente, M. tuberculosis es un patdgeno intracelular que infecta
principalmente a macréfagos para protegerse de la respuesta inmune del
hospedero y de la accién de farmacos antifimicos, reduciendo la activacion del
macrofago y su capacidad citolica y microbicida (Kaufmann, 2002). Por lo tanto, el

papel de los agonistas nicotinicos es el de favorecer la reduccién de citocinas pro-
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inflamatorias y reducir la capacidad microbicida, alterando la capacidad de las
células infectadas de eliminar patégenos intracelulares. Lo contrario se esperaria al
evaluar a un antagonista nicotinico como creemos es xm1b, al suponer una

competencia por el sitio de unién del agonista.

En el trabajo de Cervantes, se demostr6 que la versibn amidada favorece
mayormente la transcripcion de genes pro-inflamatorios como IL-1 y TNF-a, en
comparacién con el control de exposicidon a nicotina (p<0.05 respecto al control
LPS + NIC). La capacidad de xm1b de potenciar citocinas de la respuesta pro-
inflamatoria, en presencia de un agonista de los recepores nicotinicos, sustenta la
capacidad competitiva de nuestra conotoxina por el sitio de union de la nicotina, asi

como su potencial inmunoestimulante.

Sumado a la capacidad de favorecer la transcripcion de genes pro-inflamatorios in
vitro, la conotoxina xm1b en el modelo murino se comportdé con una tendencia
similar a la actividad bactericida observada en los ensayos in vitro, donde la carga
bacilar disminuy6 significativamente en el segundo mes de tratamiento, en
comparacién con el control de solucion salina. Queda claro, que la evaluacion
completa comprende el andlisis histopatolégico de los pulmones enfermos y la
cuantificacion de citocinas pro-inflamatorias para descartar la posibilidad de una
inflamacion excesiva del tejido que conlleve a dafo tisular, y de esta manera, dar

un diagndstico preciso de la evolucion de la enfermadad en los ratones infectados.

El empleo de nicotina en diferentes estudios ha evidenciado su papel como
farmaco anti-inflamatorio. Sin embargo, la exposicién prolongada al alcaloide ha
demostrado efectos opuestos. A diferencia de los ligandos como colina o
acetilcolina, la nicotina no es removida del sitio de union rapidamente, provocando
una desestabilizacion del receptor, lo que introduce el concepto de que la nicotina
también puede actuar como antagonista del receptor, dependiente de la
administracion extendida. Este resultado ha dado respuesta a preguntas sobre
diferentes padecimientos que involucran a la nicotina con el efecto pro-inflamatorio

como la ateroesclerosis. En este caso, ocurre una reactivacion del factor NF-xB en
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el ambiente que conlleva la sobre-expresiéon de citocinas pro-inflamatorias como la
ostepontina (OPN), IL-6 y proteina quimioatrayente de monocito (MCP-1) (Gahring
et al., 2006; Lau et al., 2006; Wang et al., 2012). Esto mismo pudiera explicar
nuestros resultados, donde via NF-kB/OPN, la administracién prolongada de la
nicotina, pudiera estar desviandose hacia una respuesta pro-inflamatoria en los
pulmones enfermos. Por lo tanto, el uso de este farmaco en experimentos de

exposicidon prolongada es algo que debe reconsiderarse.
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Conclusiones

Los venenos de los caracoles marinos del género Conus contienen moléculas con
gran potencial biomédico. Sin embargo la actividad antibacteriana no es una linea
de investigacibn muy explorada para las conotoxinas. En este trabajo fue
demostrado que en las tres especies evaluadas C. californicus, C. regularis 'y C.
ximenes, existen componentes en sus venenos con actividad sobre M. tuberculosis.
Se logré identificar dos secuencias de conotoxinas que son las responsables de la
actividad: xm1la y cal26a, aisladas de C. ximenes y C. californicus,

respectivamente.

El trabajar con conotoxinas resulta en un reto por las caracteristicas que las
definen. Como se observd en nuestro trabajo, la cantidad de material bioldgico
nativo que resultd disponible fue una limitante para continuar con la investigacion.
Para obtener grandes cantidades de material existen dos enfoques basicos: la
sintesis quimica y la produccion recombinante en un sistema de expresion
heteréloga. Una vez conociendo la estructura primaria de la conotoxina de interés y
lo compleja que ésta resulte, eso definira la direccion del trabajo. En nuestro caso,
hicimos uso de la sintesis quimica para xm1a por ser una conotoxina pequefa, sin
mayor complicacion en las modificaciones postraduccionales que presenta (pocos
enlaces disulfuro y amidacion de C-terminal). Pero para el caso de cal26a, fue
necesario clonar el gen, considerando como opcion mas viable su producccion
recombinante por la longitud, la complejidad en las modificaciones
postraduccionales que presenta (4 enlaces disulfuro, 4 hidroxiprolinas, amidacién

de C-terminal) y el desconocimiento del patrén de enlaces entre cisteinas.

La identificacion de los blancos moleculares no fue posible en este trabajo. Sin
duda, el acercamiento mas tangible fue la evidencia de que xm1a es miembro de
las alfa conotoxinas y que los resultados sugieren que puede tener su actividad
sobre los a7 nAChR.
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La dualidad en el efecto de esta conotoxina, que actia como inmunomodulador
favoreciendo la respuesta pro-inflamatoria y la actividad que tiene sobre la
micobacteria inhibiendo su crecimiento, podria extrapolarse a una situacién de
enfermedad avanzada, donde la conotoxina es capaz de disminuir la carga bacilar
de los pulmones en ratones infectados e inhibir el crecimiento de los bacilos no
fagocitados. Estos resultados colocan a xm1b como nuestro mejor candidato para
futuros estudios, enfocados en su incorporacion al tratamiento con antibiéticos
convencionales para evaluar su actividad sinérgica y su comportamiento en cepas
MDR.
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