“Bloqueo de canales de potasio Kv1 por la conotoxina

srlla”

T E S I S

que para obtener el grado académico de

MAESTRA EN CIENCIAS
(QUIMICA MARINA)

p r e s e n t a

LILIANA IRENE PEREZ REYES

DIRECTORA DE TESIS
Dra. Laura 1. Escobar Pérez

COMITE TUTORAL
Dr. Roberto Arreguin Espinosa
Dr. Manuel B. Aguilar Ramirez
Dra. Judith Sanchez Rodriguez
Dra. Alejandra Rojas Molina

ASESORES EXTERNOS
Dr. José Estuardo Lopez Vera
Dr. José de Jesuis Garcia Valdés

México D. F., 2009



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos

Ala UNAM.

A la Dra. Laura I. Escobar Pérez por su asesoria y apoyo imprescindibles en la
planeacion, desarrollo y buen término de esta Tesis la cual se llevé a cabo en el
laboratorio 510 del Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la
UNAM.

A los miembros del Comité Tutoral, los Doctores Manuel B. Aguilar Ramirez,
Roberto Arreguin Espinosa, Alejandra Rojas Molina y Judith Sanchez Rodriguez y
a los Asesores Externos, los Doctores José Estuardo Lopez Vera y José de Jests
Garcia Valdés por las valiosas observaciones realizadas a este trabajo de Tesis.

A la M. en C. Carolina Salvador y a la M. en C. Zinaeli L6épez del laboratorio 510
del Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la UNAM por su
apoyo técnico en biologia molecular y en los registros electrofisiolégicos,
respectivamente.

Ala Q. F. B. Beatriz Diaz Bello, a la Q. F. B. Claudia Rangel Garcia, al estudiante de
M. V. y Z. Camilo Tovar Pacheco y a la Q. Norma Véasquez por compartir el
cuidado de las ranas Xenopus laevis y de sus ovocitos.

A los Doctores Edgar Heimer de la Cotera y Manuel B. Aguilar y al Bi6logo Andrés
Falcon del Laboratorio de Neurofarmacologia Marina del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM por la donacién del péptido srlla.

Al Dr. Estuardo Lépez Vera del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia por la
donacién de la cdmara de registro asi como de sus valiosas sugerencias para su
implementacion.

Al Dr. Marcelo Galvan de la Universidad Auténoma Metropolitana por realizar el
modelo tridimensional de la toxina srlla.

Al Dr. Olaf Pongs del Zentrum fiir Molekulare Neurobiologie, Institut fiir Neurale
Signalverarbeitung, Hamburg, Germany; por facilitarnos la adquisicién de los

cDNAs de los canales Kv1: hKv1.1, rKv1.2, rKv1.3, hKv1.4, rKv1.5 y hKv1.6.



A mis compafieros de laboratorio Rolando Carrisoza, Antonio Romano, Christian
Escalona, Teresa Padilla y Ricardo Saldafia que con sus comentarios y
observaciones enriquecieron este trabajo.

La alumna conté con una beca para estudios de maestria otorgada por el Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) y una beca de la Direccién General

de Estudios de Posgrado como apoyo para la graduacion.

También a:

Dios.

Mis padres: Jestis y Ma. Soledad.

Mis hermanas: Carolina y Natalia.

Mis cufiados: Leonel y Adolfo.

Mi sobrina: Abigail

Mis comparieros de batalla que por no mencionar mdos mil nombres mejor no
menciono ninguno, bueno: Manuel, Martin, Bety, Abril, Josefina, Columba, Ofe,
Mauri, Alain, Gregorio, Marisol, Delfina, Raquel, César, Nadia, Irene, Rubén, Ma.

Elena, Ana Ma., Ana, Chayo, J. Antonio, Juanita, Alfredo, Citlalli, etc., etc., etc.



I NDICE

1.1

1.2

1.3
1.3.1
1.3.2
1.3.3
1.4

1.5

1.6
1.6.1
1.6.2
1.7

1.8
1.8.1
1.8.2
1.8.2.1
1.8.2.2
1.8.2.3
1.8.24
1.9

INDICE

ABREVIATURAS

RESUMEN

INTRODUCCION

Phylum Mollusca

De la Clase Gastropoda a la Superfamilia Conoidea
Género Conus

Habitat del Género Conus

Diferenciacién sexual de los conos

Aparato venenoso

Conopéptidos

Canales iénicos

Propiedades eléctricas de las membranas celulares
Potencial de accién

Registro de las corrientes idnicas

Conopéptidos: Tipo de respuesta y clasificacién
Toxinas con puentes disulfuro

Evolucion

Estructura de las toxinas que actiian sobre los canales de K+

Toxinas de alacran
Toxinas de arafia
Toxinas de anémona
Toxinas de vibora

Conotoxinas

11
12
15
16
17
18
18
20
20
23
25
26
28
30
30

33
36
37
37
38



1.10
1.11
1.12
1.13
1.14

2.1
2.2

3.2
3.3
3.4
3.5

4.1
4.2
4.3
4.3.1
4.3.2
4.3.3
4.3.4

I-conotoxinas

Conus spurius

Péptido srlla

Superfamilia de los canales de potasio

Familia de los canales de potasio activados por voltaje Kv1

OBJETIVOS
Objetivo general

Objetivos particulares

METODOLOGIA

Biologia molecular

Inyeccion del RNA en los ovocitos de la rana Xenopus laevis
Obtencidn de la toxina

Registros electrofisiologicos

Analisis de datos

RESULTADOS

Biologia molecular

Inyeccion del RNA en los ovocitos de la rana Xenopus laevis
Registros electrofisiologicos

Registros del canal Kv1.2

Registros del canal Kv1.3

Registros del canal Kv1.4 y Kv1.5

Registros del canal Kv1.6

40
41
43
44

48

52
52
52

53
53
53
54
55
56

57
57
58
59
61
63
63
65



5.1
52
521
522
523

52.4

DISCUSION

Efecto experimental de la sr11a en los canales Kv1
Interaccién toxina/canal idénico

Toxinas de anémona/Kv1

Toxinas de alacran/Kvl

Conotoxinas/Kv1

Conotoxina srlla/Kvl

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

BIBLIOGRAFIA

67
68
70
71
71
73
74

78

80



ABREVIATURAS

4AP
o

A, Amp

DE
Ex

Em

HPLC

Ii
Ix

Im

K+

LB

4-aminopiridina
alfa
amperios
beta
capacitancia (Seccion 1.11)
Conus
capacitancia de la membrana
ion calcio
i6n cloruro
diferencias entre las corrientes
media aritmética de las diferencias entre las corrientes
delta
desviaciéon estandar
potencial de equilibrio del i6n X
potencial de membrana
constante de Faraday
gamma
conductancia
cromatografia liquida de alta eficiencia
corriente
corriente i6nica
corriente debida al i6n X
corriente total de la membrana
i6n potasio
litro
Luria-Broth

concentracion molar



Na*

RMN

TEA

[X]e
[X]i

mili (10-3)

micro (10-)

nano (10-)

ion sodio

pico (1012)

resonancia magnética nuclear
segundos

Siemens

tiempo

tetraetilamonio

voltio

concentracion extracelular del i6on X
concentracion intracelular del i6n X

namero de cargas

TOXINAS

AgTX
BgK
BtX
ChTX
HgTX
IbTX
KTX
MgTX
MTX
ShK
ViTx

agitoxina

toxina de Bunodosoma granulifera
toxina de Conus betulinus
caribdotoxina

hongotoxina

iberiotoxina

kaliotoxin

margatoxina

maurotoxina

toxina de Stichodactyla helianthus

toxina de Conus virgo



AMINOACIDOS

A, Ala
C, Cys
D, Asp
E, Glu
g

F, Phe
G, Gly
H, His
I, Ile
K, Lys
L, Leu
M, Met
N, Asn
P, Pro
O, Hyp
Q, Gln
R, Arg
S, Ser
T, Thr
V, Val
W, Trp
Y, Tyr

alanina

cisteina

acido aspartico
acido glutamico
gamma-carboxiglutamato
fenilalanina
glicina
histidina
isoleucina
lisina

leucina
metionina
asparagina
prolina
hidroxiprolina
glutamina
arginina

serina

treonina
valina
triptéfano

tirosina



RESUMEN

Los gasterépodos predadores del género Conus abarcan aproximadamente 700 especies y
cada una de ellas produce hasta 200 péptidos llamados conopéptidos. Estos caracoles
marinos se pueden clasificar segin su presa en: piscivoros, molusquivoros y vermivoros. En
los ecosistemas marinos tropicales y subtropicales de México habitan aproximadamente 50
especies del género Conus.

Los conopéptidos pueden presentar en su estructura primaria enlaces disulfuro. Aquellos
que tienen dos o mas enlaces disulfuro son nombrados “conotoxinas” las cuales se clasifican
con base en la secuencia de su péptido sefial. De esta manera actualmente se conocen 13
superfamilias de conotoxinas: T, A, ], O, M, P,L,S,L,D,C, VyG.

Del veneno del caracol vermivoro Conus spurius que habita en las aguas del Golfo de
México y del Caribe Mexicano se aislé una I-conotoxina (péptido srlla) cuya inyeccién
intracraneal de esta conotoxina provoca una contractura general del ratén. La conotoxina
srlla pertenece a la superfamilia I, la cual se caracteriza por tener 8 cisteinas con el patrén
C-C-CC-CC-C-C.

Hasta ahora se han identificado 15 I-conotoxinas, 6 de ellas pertenecen a la superfamilia I
y so6lo dos de éstas se han estudiado farmacolégicamente. La I-conotoxina BtX aumenta la
actividad de los canales de potasio dependientes de voltaje y activados por calcio (BK),
mientras que la ViTx bloquea los canales de potasio Kv1.1 y Kv1.3 con una ICso en el rango
puM.

Por la semejanza entre el péptido srlla y la toxina ViTx (31%), en este trabajo se estudi6 el
efecto que tiene el péptido srlla en varios de los canales Kv1. Debido a que la cantidad
disponible del péptido fue escasa se trabajé con una concentracion fija de 640 nM. A esta
concentracidon la conotoxina bloqued 66.0+10% de los canales Kv1.2, 51.4+6.2% de los
Kv1l.4y 69.8+12.2% de los Kv1.6 (P<0.05 y n=3).

Este estudio es de gran relevancia en la identificacién de nuevas herramientas

farmacoldgicas de los canales Kv1. Cabe destacar que, en particular la srlla constituye la



primera toxina de origen peptidico que bloquea el canal Kv1.4 (hasta este trabajo no se
habia reportado ninguna toxina de araia, alacran, vibora o caracol que bloquee a este canal
de potasio). El canal Kv1.4 es de gran relevancia fisiolégica por participar en la corriente
transitoria lenta (Ito) del potencial cardiaco y en la repolarizacién del potencial en las
membranas presinapticas.

Este trabajo confirma que los venenos de las especies del género Conus son una fuente rica

de nuevas herramientas farmacoldgicas.
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1. INTRODUCCION

México se encuentra entre los paralelos 32° y 14° latitud Norte y es atravesado por el
Trépico de Céncer, presenta una variedad de climas: tropical, templado, desértico y frio.
Gracias a estas condiciones climdticas, cuenta con un gran nimero de especies vegetales y

animales, por lo que es considerado un pais megadiverso (Fig. 1).

Tabla 4.1 Riqueza de especies para

distintos grupos taxonémicos en
México
Grupo taxondémico Especies
Invertebrados
Artrépodos = B5 740
Crustaceos = 4600
Insectos = 77900
Aracnidos = 3240
Subtotal = |71 480
Vertebrados
Peces 2122
Anfibios isl
Reptiles 804
Aves 1 250
Mamiferos 478
Subtotal 5015
Plantas
Angiospermas 22 351
Gimnospermas 145
Pteridofitas | 026
Briofitas (musgos y hepdticas) | 480
Algas (macroalgas) 945
Subtotal 15 947
Hongos 6000 - 120000
Fuente:
Conabio. México. 2005.

Fig. 1 Diversidad de especies en México
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México tiene cerca de 11,000 Km de litoral al limitar con el Océano Pacifico, el Golfo de
México y el Caribe Mexicano, lo que da una superficie de 3 millones de km? de zona

econdmica exclusiva. Podemos encontrar ecosistemas marinos tropicales y subtropicales
con arrecifes coralinos, ventilas hidrotermales y zonas abisales.

Se estima que en los ecosistemas marinos mundiales habitan de 5 a 10 millones de especies,
de las cuales se han registrado 7,728 en México. De estas, se han descrito 5,000 especies de
moluscos, lo cual es el 10% a nivel mundial, también se tiene el 10% de los peces, mientras
que de mamiferos marinos se cuenta con 50 especies que son el 40% del total mundial.
[Ceballos, G. y Eccardi, F.; 1996]

Gracias a esta megadiversidad de los ecosistemas marinos mexicanos, aun hay mucho por
conocer de ellos. Actualmente algunos grupos de investigacién se han enfocado a conocer
la composicién de venenos producidos por especies como los caracoles marinos, los cuales
constituyen una fuente importante de productos bioquimicos con posibles aplicaciones

farmacoldgicas.

1.1 Phylum Mollusca

Los caracoles marinos pertenecen al phylum Mollusca, uno de los 11 phyla que forman el
Reino Animal (Fig. 2) [Kimball, J. W.; 1986]. El phylum Mollusca es el segundo mas grande
en numero de especies pues se estima que contiene a mas de 100,000, clasificadas en 7
clases, cientos de familias y miles de géneros (Fig. 3), lo cual se debe gracias a que han
evolucionado por mas de 550 millones de afios [Kimball, J. W.; 1986 vy

www.conchologistofamerica.org].
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Phylum Porifera (Ezpenjas) Son animale:

acuaticos, Prinl:iPa]meutE marings. Aprox.

10,000 especie: Clase Hydrozoa i Polipos v medusas)
Phylum Cnidaria Son animale: acuaticos, Clase Scyphozoa (Medusaz)
principalmente mavings. Aprox. 3,000 Clase Anthozoa (Anémenas v corales)
especies.

Phylum Platyhelminthes (Flatelmintos)
Habitan en tisrra himeda, aguas dulees ¥
zaladas Algunes son Far:isitl}s. Aprox 3,000

especies.

Fh}'lu.m Nematoda | Zuzanos cilindricos)
Son animales terrestres ¥ aruaticos. .ﬂgunns

son parasitos. Aprox. 10,000 especies Clase Polychaeta (Principalmente puzano:
marings)

Phylum Annelida (Cusanos segmentados) Clase Oligochaeta (Lombriz de tierra y marinasz)

Aprox. 3,000 especies. Clase Hirudinea (Sanguijuela)

ﬁ
% Phylum Mollusca (Fig. 3) Son
E principalmente marines, aungue también
E son dulceacuicolas ¥ alpunos terrestres.
E Aprox. 100,000 especie:.
E Subphylum Trilobitomorpha (Trilobites)
Rl T s odos) § Subphylum Chelicerata (cangrejc real ¥ aracnidos)
y ; [Artr x| ) T, ;
yium °P I'_ apocos) son Subphyvlum Mandibulata (Crustaceos, cienpiss,
animales teyrestres v acuaticos. Aprox. LT .
o - milpies & inzectos)
763,000 especies.
Phylum Onychophora (Feripatus)
Animal tervestre, tropical.
Clase Crinoidea i Lirios de mar)
Clase Asteroidea (Estrella de mar)
Phylum Echinodermata (Equincdsrmos) Clase Ophiuroidea (Cfiuros)
Animales marinos. Aprox. 6,000 especies. Clase Echinoidea (Erizo: de mar v dolares de
arena)
Clase Holothuroidea (cchombros)
Subphylum Vertebrata (Feces, Anfibio:, Reptiles,
Phylum Chordata (Cordades) fon Aves v Mamiferos)
animales terrestres v acudticos. Aprox. Subphyvlum Cephalochordata (Anfioxe, animal
4,000 erpecie: maring
Subphylum Urochordata (jeringas de mar)
Phylum Hemichordata (gusanes d=
bellota) Animales marines.

Fig. 2 Reino Animal y sus Phyla (Basado en [Kimball, J. W.; 1986]).
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Pll}?llllll Mollusca

\

Clase Aplacophora
Son marings y tienen forma de gusaneo, en lngar de concha prezentan Espl'lzulas. Algunes e alimentan

de detritus v otres son predadores miden de 1 2 300 mm. Aprox 250 Especies.

Clase Monoplacophora

Son marinos, viven entre los 200 v los 6,000 m de profundidad. on parecidos a los anelides, aunque
U custpo ne estd sepmentado. Miden entre 2 v 33 mm. Aprox. 12 especies.

Clase Polyplacophora

fon marinos, aunque generalmente viven en agua: poce profundas, alpunos de ellos han legado a
encontrarse a 3,000 m de profunddad. 3u concha esta formada por 8 placas unida: por un cinturon

lateral. Miden de 3 a 400 mm. Aprox. 300 especies.
Clase Sca]:hopoda

Son marings, sus conchas son alargadas v con aberturas en los dos extremos Miden de 22 150 mam.
Aprox. 350 especies.

Clase Cephalopoda

Son marinos, a ella pertenecen los pulpos, calamares v el nautilus (especie extinta). Ademas de la
radula cuentan con mandibula o pice v pueden ser predadore: o filtradore:. Miden dacde 10 mm
{argonauta mache}, hasta 20 m (calamar gigante}. Aprox 630 espacies.

Clase Gastropoda

Comprende a los lamades caracole: v babosas, los cuale: son principalmente marings, aunque
también hay especies dulcsacuicolas ¥ algunas terrestres. Se caracterizan por tener una sola concha
{univalves), por tener una cabeza prominents con tentaculos v porque en su stapa de larvas sufren de
una torsion que provoca que su masa visceral y su cavidad del manto giren 1807, por lo que sus
E}rga.uns ze encuentran atras de la cabeza. Las larvas prezentan un cpércule, que generalments
mantienen en s etapa adulta sirviendoles de tapa para la apertura de la concha, aprovechandeo que
tamnbien tienen la capacidad de retrasrse dentre de la concha. Miden entre 300 pm v 73 cun. Aprox.
6,000 especies.

Clase Bivalvia

Son marines ¥ dulcsacuicolaz, a ella pertenecen las almejas, ostras, mejillones, ste, conocidas
comunmente como bivalvos. Poseen dos valvas conectadas por un ligamento flexible. Carecen de

radula por lo que zon filraderes. Miden de 500 mra 2 1.3 m. Aprox. 10,000 azpecie:.

Fig. 3 Phylum Mollusca (Basado en [Kimball, J. W.; 1986 y www.conchologistofamerica.org]).

De manera general estos animales de cuerpo blando presentan (Fig. 4):

¢ Un manto que secreta carbonato de calcio dando origen a espiculas o conchas.

¢ Una cavidad del manto en donde se realiza la respiracién.

e El cuerpo dividido en tres regiones: la cabeza, el pie y la masa visceral.

e Tres espacios para el corazon, el rifién y la génada.

e Una radula, cinta o diente utilizado en su alimentacion

14



Fig. 4 Esquema representativo de la anatomia de los caracoles marinos que pertenecen al Phylum Mollusca
(Tomado de [www.naturenotes.org/notes/dbiologia_mollusca.htm]).
1.2 De la clase Gastropoda a la superfamilia Conoidea
La clase Gastropoda es la mas rica en especies de los moluscos, a ella pertenecen 40,000
especies que se encuentran repartidas en 6 subclases, de las cuales la Prosobranchia es la
mads numerosa e incluye a todos los individuos que respiran por branquias en los que la
cavidad del manto, el manto, las branquias y el ano se encuentran situados en la parte
anterior del cuerpo [Luna-Ramirez, K. S.; 2006]. De esta subclase se deriva el superorden
Archaeogastropoda que incluye al orden Neogastropoda al cual pertenece la superfamilia
Conoidea (Fig. 5).
La superfamilia Conoidea, también conocida como suborden Toxoglossa agrupa a todos los
caracoles marinos venenosos o toxoglosos conocidos en la actualidad, los cuales son mas de
3,000 especies [Lopez-Vera, E.; 2005]. J. D. Taylor y otros, propusieron en el afio 2003
clasificar a la superfamilia Conoidea en 6 familias tomando en cuenta la anatomia de la
parte anterior del aparato digestivo de las especies que estudiaron [Taylor, J. D.; et. al;
1993]. De acuerdo con esta clasificacidn, se lograron ubicar dentro de esta superfamilia dos
grupos que No presentan un aparato venenoso:
e Subfamilia Perevicaciinae (De la familia Terebridae)

e Familia Strictispiridae

15



Fig. 5 Clase Gastropoda y Orden Neogastropoda (Modificada de [www.conchologistofamerica.org]).

1.3 Género Conus

A la familia Conidae (Fig. 6) pertenece el género Conus (caracoles cénicos o conos) (Fig. 6)
la cual presenta una amplia distribucién geografica y gran diversidad de especies (mads de
500 especies pertenecen a este género) lo cual se ha logrado a lo largo de millones de afios.
Los conos aparecen después de la extincién masiva del Cretaceo, después de la cual la
expansion del género Conus se favorece pues algunos moluscos predadores como los
amonites se extinguen. Una segunda expansion se da a partir del Mioceno y continta hasta

nuestros dias [Terlau, H. y Olivera, B. M.; 2004].

16



(~ Subfamilia Clathurellinae
Subfamilia Coninae ———Jp Genero {ooas

Subfamilia Conorbinae

1

1

Familia Conidae < Subfamilia Oenopotinae

Subfamilia Mangeliinae
1
1

Subfamilia Daphnellinae

\. Subfamilia Taraninae

Fig. 6 Familia Conidae (Basada en [Lopez-Vera, E.; 2005]).

1.3.1 Habitat del género Conus
Las aguas ocednicas contenidas en el drea latitudinal incluida entre los 40° Norte y los 40°
Sur son el habitat de la mayoria de los conos y se han dividido en 7 regiones para su
estudio:

e Indo-Pacifica

e Panamena

e (Caribenia

e Oeste de Africa

e Sudafricana

e Peruana

e Mediterranea
La regiéon mas poblada por estos caracoles (~ 60% del total de las especies) es la Indo-
Pacifica, en donde se pueden encontrar hasta 30 especies diferentes en un mismo arrecife
coralino. Por el contrario, las zonas Sudafricana y Mediterranea son las menos pobladas
(con menos de 10 especies en cada una de ellas) [Duda, T. F. y Kohn, A. J.; 2005].
A pesar de que se han encontrado algunos conos a 400 m de profundidad, la mayoria de

ellos habita las arenas, los arrecifes y los lodos de la zona epipeldgica, generalmente a

17



menos de 100 m de profundidad (Fig. 7) [Terlau, H. y Olivera, B. M.; 2004 y

www.coneshell.net].

-~

—____Zona Epipelagica

——_ 0-200 metros

T

Zona Mesopelagica

_ 200-1.000 metros
T Zona Batial
T 0-2.000 metros

Zona Batipelagica e

1.000 - 3.000 metros

Zona Abisopelagica

3.000 - 6.000 metros
—

.

Zona Hadalopelagica ——
+ 6.000 metros

"

Fig. 7 Zonas marinas (Tomado de [www.pescaderiascorunesas.es/productos/ecosistemas_marinos.php]).

1.3.2 Diferenciacién sexual de los conos

Los organismos del género Conus presentan sexos separados y en muchas especies se
manifiesta cierto dimorfismo sexual en el tamafio, la forma y el color de la concha. El pene
de los ejemplares macho se encuentra detras del ojo derecho, y se utiliza para clasificar a
las especies. La vagina de la hembra es un poro algunas veces rodeado por un anillo. Los
testiculos, los ovarios y los conductos reproductivos estan colocados en la espiral interna de

la concha [www.coneshell.net].

1.3.3 Aparato venenoso

La radula y el sistema venenoso son un claro ejemplo de cémo se ha dado el proceso
evolutivo. En la mayoria de los gasterépodos, la radula esta formada por un ndmero
variable de dientes quitinosos ubicados en la camara anterior de la faringe, justo después de
la probdscide.

En las familias Conidae, Terebridae y Turridae la radula ha evolucionado hacia dientes

puntiagudos y acanalados hechos para arponear e inyectar un potente veneno a su presa.
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En los Toxoglossa primitivos, los dientes radulares estaban colocados en hileras para rasgar
el alimento. Subiendo en la escala evolutiva, los dientes empiezan a ser cada vez mas
puntiagudos y pierden su funcién primitiva, ademas de que estdn en un saco sin conexion
con la probdscide [www.coneshell.net].

El aparato venenoso del género Conus (Fig. 8) estd compuesto por un ducto en donde se
produce el veneno en estructuras llamadas granulos. El impulso generado por un bulbo
muscular provoca que el veneno pase de la parte distal del ducto a la faringe o al saco
radular [Marshall, J.; et. al.; 2002]. En la seccién conocida como el brazo largo del saco
radular se producen los dientes que ya maduros, se almacenan en el brazo corto. Por medio
de un mecanismo poco estudiado, los dientes pasan del brazo corto del saco radular a la
faringe en donde el lumen del diente se carga con el veneno para luego ser impulsado a
través de la proboscide y arponear a su presa. Se sabe que la estrategia para atrapar a la
presa es especifica para cada especie, en particular, algunos molusquivoros pueden usar
hasta media docena de dientes para cazar a su presa [Terlau, H. y Olivera, B. M.; 2004].

Los caracoles marinos del género Conus producen un poderoso veneno que contiene de
100 a 200 péptidos diferentes para cazar a su presa y defenderse de sus predadores; estos
caracoles se clasifican segtin su presa en piscivoros (peces), molusquivoros (otros moluscos),
vermivoros (se alimentan de gusanos y es el grupo mds numeroso ~75%) [Terlau, H. y
Olivera, B. M.; 2004] y generalistas (peces, moluscos y gusanos, p. €j. C. californicus

[Marshall, J.; et. al.; 2002]).
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Fig. 8 Representacion esquematica del aparato venenoso de los caracoles del género Conus (Tomado de
[Marshall, J.; et. al.; 2002]).

1.4 Conopéptidos

El veneno producido por cada una de las especies de Conus es especifico y potente, algunos
venenos son letales para el hombre (p. ej. C. geographus). Gracias a que cada una de las mas
de 500 especies pertenecientes a este género ha evolucionado de acuerdo a los factores
particulares a los que ha sido expuesta en su ambiente, la variedad de péptidos con
actividad bioldgica que han desarrollado estos caracoles llega a estimarse entre 50,000 y
140,000 [Olivera, B. M. y Teichert, R. W.; 2007]. Los venenos comprenden un coctel de
hasta 200 péptidos diferentes llamados conopéptidos cuyos blancos moleculares principales

son los canales idnicos.

1.5 Canales iénicos

Los canales idnicos son proteinas que forman poros hidrofilicos que atraviesan la
membrana celular y permiten el paso selectivo de iones inorganicos (Na*, K+, CI, etc.) a

gran velocidad (hasta 100 mil iones por milisegundo) a favor de su gradiente
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electroquimico, como respuesta a un estimulo especifico [Alberts, B.; et. al.; 1994]. Estas
proteinas de transporte iénico en las membranas plasmadticas participan en: la regulacion
del potencial de acciéon cardiaco y neuronal, la liberacién de neurotransmisores, la
contractibilidad muscular, la secreciéon hormonal, la regulacién del volumen celular y de la
regulacién de las vias de sefializacidn, etc. [Kaczorowski, G. ] y Garcia M. L.; 1999].
Recientemente se report6 que las funciones de los canales de potasio no se limitan a
aquellas en las que se involucra el paso de iones a través de ellos, sino que ademas pueden
estar involucrados en interacciones intercelulares (p. ej., subunidades 3 de los canales de
sodio dependientes de voltaje estan relacionadas con la adhesién celular lo que permite una
adecuada interaccion con las cinasas necesarias en el desarrollo de las células nerviosas) y
en la catalisis de reacciones intracelulares (p. ej.; subunidades 3 de canales de potasio

activados por voltaje pueden actuar como cinasas o como oxidoreductasas) [Drahl, C.;

2008].

En general, los canales idnicos al abrirse y cerrarse pueden presentar por lo menos un
estado abierto y mds de un estado cerrado, aunque en los canales que se activan por voltaje
se puede presentar ademds un estado inactivado, no conductor. En contraste, los canales
activados por ligando (receptores ionotropicos) presentan el fendémeno del estado

desensibilizado.

La transicién de un canal activado por el voltaje a estos estados recibe el nombre de
“gating”, el cual se ha visualizado como una “compuerta” que se abre y se cierra (Fig. 9)

[Kandel, E. C.; et. al.; 2000].
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Fig. 9 Apertura de los canales ionicos por diversos estimulos (Tomado de [Kandel, E. C.; et. al.; 2000])

En resumen, los canales iénicos se activan de manera especifica por alguno de los estimulos

siguientes [Kandel, E. C; et. al.; 2000]:

e Ligando (intracelular o extracelular): La energia de la unién del ligando impulsa al
canal al estado abierto. El ligando puede ser un nucledtido ciclico, un

neurotrasmisor como el GABA, incluso pueden ser iones como el calcio.

e Voltaje: La energia de la regulacién de apertura procede de una variacion en el
potencial que despolariza o hiperpolariza la membrana lo cual provoca un cambio

conformacional en el sensor de voltaje.

o Tensiéon mecanica: La energia de regulacion de la apertura y el cierre puede
proceder de fuerzas mecanicas que se transmiten al canal a través del citoesqueleto

por una variacion en la tension de la bicapa lipidica.

Los canales iénicos estan formados por una o mas proteinas “subunidades” en las que se

encuentra una region llamada “filtro de selectividad”. Los aminodcidos de esta region se
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encargan de seleccionar el tipo de i6n que puede pasar a través de él. En el caso de los
canales de potasio dependientes de voltaje, se ha identificado la secuencia GYG como la
responsable de su selectividad. Gracias a esta propiedad los canales idnicos pueden

clasificarse de acuerdo al i6n que fluye a través de ellos:

e (Catidnicos: permiten el paso de uno o mads de los tipos de iones siguientes: sodio,

potasio y calcio.

e Anidnicos: permiten el paso del idn cloruro, pero se les refiere comun e

incorrectamente como canales de cloro.

1.6 Propiedades eléctricas de las membranas celulares

Se puede pensar en las membranas celulares como capacitores eléctricos, pues son bicapas
lipidicas entre dos soluciones conductoras. La presencia y apertura de los canales idnicos de
sodio, potasio, calcio o cloruro, permite el paso de iones y, por ende, se producen
corrientes a través de la membrana, lo cual se puede modelar con un circuito eléctrico, en

donde los canales idnicos se representan como resistencias (Fig. 10).

~

Extracelular

be |

En T2 &xa gk gL
+ Cm Membrana
= + +
—
" _ -
ENa EK EL
Intracelular

Fig. 10 Diagrama de circuitos de Hodgkin-Huxley para representar la membrana celular. En donde Em,
potencial de membrana; Cm, capacitancia de membrana; Na, sodio, K, potasio; L, “leak” fuga; I, corriente; g,
conductancia y E, potencial (Tomada de [Rudy, Y. y Silva, J. R.; 2006]).
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El potencial de membrana celular se puede calcular con base en la ecuacién propuesta por

Goldman, Hodgkin y Katz a mediados del siglo pasado:

RT . PK[K]e-*PNa[Na]e"'Pm[c“i
ZF PK[K]i+PNa[Na]i+PCI[CIIe

En donde Em es el potencial de membrana en el reposo, R es la constante universal de los
gases, T es la temperatura absoluta, Z es la valencia, F es la constante de Faraday, Px es la
permeabilidad del i6n X, [X]e es la concentracién extracelular del ién X y [X]i es la
concentracién intracelular del ié6n X [Pastor, J.; 2000]. De manera general, en el reposo
hay mas cargas negativas en el interior de la membrana celular que en su exterior, por lo
que el capacitor membranal esta polarizado. Por convencion se dice que la membrana se
despolariza cuando aumentan las cargas positivas en su superficie intracelular. Por el
contrario, cuando las cargas positivas en el interior disminuyen con respecto al estado en
reposo, se provoca que el potencial de membrana se haga mds negativo, es decir la
membrana se hiperpolariza.

La ecuacién de Nerst se utiliza para conocer el potencial de equilibrio del i6n X (Ex)

dependiendo de su concentracién en el medio intracelular y extracelular.

RT D(le
E,=—In
zF [X];

El potencial de equilibrio del ién X es el valor al que tenderia el potencial de membrana en
caso de ser permeable sélo a ese i6n. Ademads refleja el gradiente electroquimico para cada
uno de los iones, (Tabla 1) los cuales tienden a moverse a favor de estos gradientes; sin
embargo, los gradientes se mantienen constantes gracias a mecanismos diversos [Aidley, D.
J. y Standfield, P. R.; 1998]:

e Bombas de intercambio de iones. El i6n sodio se expulsa del interior de la célula a

razén de 3 iones sodio por dos iones potasio que entran, gracias a la bomba de
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sodio-potasio ATP-asa, que como su nombre lo indica consume una molécula de
ATP.

e C(Canales ionicos. Los iones potasio también pueden entrar a la célula de manera
pasiva por el gradiente eléctrico a través de canales idnicos selectivos a potasio
(canales de potasio rectificadores entrantes) que estdn abiertos a potenciales
hiperpolarizantes.

e Captura por organelos. Los iones calcio son almacenados en la mitocondria y en el

reticulo endopldsmico.

IONES INTRACELULAR | EXTRACELULAR E,,
Na + 12 mM 145 mM +67 mV
K- 155 mM 4 mM 98 mV
Ca2+ 0.1 mM 15mM +129 mV
Cl - 42 mM 123 mM 90 mV

Tabla 1 Concentracion intracelular (citoplasma) y extracelular (plasma) de los principales iones en células de
mamifero (Tomada de [Hill, B.; 2001]).

1.6.1 Potencial de accién

Las células excitables (neurona, musculo y corazén) mantienen su potencial de reposo
entre -50 y -90 mV. Estas células ademas presentan potenciales de accion.

Un potencial de accidn ocurre cuando los iones Na* fluyen al interior de la célula,
observandose una despolarizaciéon que genera cambios espacio-temporales en el potencial
de membrana de la célula excitable lo cual provoca la sefial de disparo para la contraccién
muscular o para transmitir informacién en el sistema nervioso [Pastor, J.; 2000 y Bassani,
R. A.;2006].

En el potencial de accién cardiaco participan varios canales i6nicos con propiedades de

“gating” diferentes, que en conjunto dan lugar a las fases siguientes (Fig. 11) [Bassani, R. A.;

2006]:
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e Fase 0 se activa cuando se despolariza la membrana y se alcanza el umbral de
activacion de los canales Nav, con lo cual se abren de manera instantanea
generando una despolarizacién mayor de la membrana.

e Fase 1 Se activan los canales de potasio Kv4.3/4.2 y Kv1.4 y repolarizan de manera
parcial la membrana.

o Fase 2 Participan canales de potasio Kv rectificadores salientes y canales de calcio
tipo L, por lo que se observa una meseta y repolarizacion lenta.

e Fase 3 La participacién de los canales Kir rectificadores entrantes genera una

repolarizacién mas rapida.

(100 1
50 1 1
% 2
— O b
ut 0 2
-50 1
-100 - T T T ]
0 100 200 300
Time (ms)

Fig. 11 Potencial de accion cardiaco, en donde se muestran las fases 0, 1, 2 y 3 (Tomada de [Bassani, R. A.;
2006]).

1.6.2 Registro de las corrientes iénicas
Recordando que la membrana celular se comporta como un capacitor y que el paso de

iones genera una corriente definida por la férmula:

dVv
=Car

donde C es la capacitancia y dV/dt es el cambio de voltaje con respecto al tiempo.
Podemos deducir que la corriente que se produce a través de la membrana celular esta dada

por la férmula:

26



dVv
Im=5*CmgT

donde Im es la corriente total de la membrana, Ii es la corriente i6énica y Cm es la

capacitancia de la membrana. Por lo que si logramos mantener el potencial de la
membrana constante, la corriente capacitiva se hace cero y la corriente de la membrana
serd igual a la corriente que pasa a través de los canales i6nicos [Aidley, D. J. y Standfield,
P.R.; 1998].

En la técnica de fijacién de voltaje con dos microelectrodos (TEVC, por sus siglas en inglés
Two Electrode Voltage Clamp), un microelectrodo fija el voltaje de la membrana celular,
mientras que el otro microelectrodo registra y suministra la corriente transmembranal
necesaria para mantener ese voltaje fijo, lo que indirectamente nos dice cual es la corriente

iénica producida por la apertura de los canales iénicos [The Axon Guide; 1993] (Fig. 12).
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Fig. 12 Fijacion de voltaje con dos microelectrodos en el ovocito de la rana Xenopus laevis.

Por convencidn, en los registros de las corrientes, los valores positivos indican que se trata
de una corriente positiva saliente (por ejemplo de potasio), es decir el flujo de los iones
positivos se da del interior al exterior de la célula. Los valores negativos nos dicen que se
trata de una corriente positiva entrante (por ejemplo: de sodio o de calcio), indicando que

el flujo de estos iones es hacia el interior de la célula.
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Debido a que la inserciéon de los dos microelectrodos en una célula puede dafiarla si es
pequeila, esta técnica se emplea en células grandes, especialmente en los ovocitos de la
rana Xenopus laevis [Ogden, D. C.; 1994]. Ademas de su tamafio, estos ovocitos tienen la
ventaja de ser un excelente sistema de expresién heterdlogo de canales idnicos y
transportadores, pues el RNA de una proteina exdgena en el citoplasma del ovocito se

traduce [Bianchi, L. y Driscol, M.; 2006].

1.7 CONOPEPTIDOS: Tipo de respuesta y clasificacién
Los conopéptidos pueden generar tres tipos de respuesta en la presa [Terlau, H. y Olivera,
B. M.; 2004]:

e Excitabilidad celular. Genera en la presa un estado tetanizado inmediatamente
después de la inyeccién del veneno. Esta respuesta es provocada por varios
conopéptidos [Olivera, B. M. y Teichert, R. W.; 2007].

1 8-conotoxinas. Retrasan la inactivacién de los canales de Na* dependientes de
voltaje [Terlau, H.; et. al.; 1996].

2 k-conotoxinas. Inhiben a los canales de K* dependientes de voltaje [Terlau, H.;
et. al.; 1996].

3 t-conotoxinas. Reducen el umbral de activacién de los canales de Na*
dependientes de voltaje [Buczek, O.; et. al.; 2007].

e Inhibicién motora. El efecto de los conopéptidos es inhibir a los canales de Na*, de
Ca?" y a los receptores nicotinicos postsindpticos para provocar la inhibicién total de
la neurotransmisién. La inhibicidn total se da poco a poco y se logra después del
efecto tetanizante.

e Inhibicién Nirvana. Algunos Conus piscivoros atrapan a sus presas con su boca falsa
en forma de red y se cree que un efecto anestésico en la presa facilita su caza.

Los conopéptidos se clasifican de acuerdo al nimero y al patrén de puentes disulfuro

(unidén covalente entre dos cisteinas) presentes en su estructura primaria (Tabla 2), de esta

28



manera hasta el dia de hoy se conocen 5 familias de condpeptidos sin o con un puente
disulfuro y 13 superfamilias de conotoxinas [Chen, P.; et. al.; 2008 y Yuan, D.; et. al,;
2008] con dos o mas puentes disulfuro (conocidos como conotoxinas). De acuerdo al

patron de cisteinas y al numero de aminodacidos entre ellas, se conocen 17 estructuras para

las secuencias de las conotoxinas, identificadas con un nimero romano, la mayor de las

veces una estructura corresponde a una superfamilia.

Familia de . .
Contulakinas Agonista de la Neurotensina
Sin enlace Familia de
S-S Conantokinas Inhibidor del receptor de NMDA
Pobres en = - -
Familia de ¢Agonista  del receptor de
puentes . .
. Conofarmidas Rfamidas?
disulfuro —
Familia de . :
. Agonista de la vasopresina
Con un enlace | Conopresinas
S-S Familiade
Contrifanos é?
Superfamilia O | Estructuras VI/VII | Patrén C-C-CC-C-C
Superfamilia M | Estructura IIT Patron CC-C-C-CC
192)
e 4 -C-
= Superfamilia A Estructuras I/11 Patron CC-C-C
= Estructura IV Patrén CC-C-C-C-C
R
‘g Superfamilia S | Estructura VIII Patrén C-C-C-C-C-C-C-C-C-C
Z Superfamilia T | Estructura V Patron CC-CC
©| Ricosen | _SuperfamiliaP | Estructura IX Patrén C-C-C-C-C-C
puentes Superfamilial | Estructura XI Patrén C-C-CC-CC-C-C
disulfuro
Superfamilia L. | Estructura XIV Patron C-C-C-C
Superfamilia J | ggtryctura XIV Patréon C-C-C-C
Superfamilia V| Estructura XV Patrén C-C-CC-C-C-C-C
Superfamilia C | Estructura X Patron C-C
Superfamilia D [ Estructura XII Patrén C-CC-C-CC-C-C-C-C
Estructura XIII Patron C-C-C-CC-C-C-C
Estructura XVI Patron C-C-C-CCC-C-C-C-C
Estructura XVII Patréon C-C-CC-C-CC-C

Tabla 2. Clasificacion genética y estructural de los conopéptidos y las conotoxinas [Terlau, H. y Olivera, B. M.;
2004; Chen, P.; et. al.; 2008; Yuan, D.; et. al.; 2008; Jiménez, E. C.; et. al.; 2007; Loughnan, M.; et. al.; 2000 y

Peng, C.; et. al.; 2006].
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Los conopéptidos se encuentran en el ducto venenoso como precursores o propéptidos, los
cuales tienen una secuencia altamente conservada, especifica para cada patron de cisteinas
en el extremo NH: terminal conocida como regién “pre” o secuencia sefial del precursor.
En la regién intermedia llamada “pro” se encuentran sefales que son reconocidas por
enzimas que catalizan modificaciones postraduccionales. En el extremo COOH terminal se

localiza la region de la toxina madura que es la parte menos conservada del precursor (Fig.

13).

R11.4 MKICITFLLVIMILASVIGEKSSKHTLSRAA-RYKNRGPSFCKADEKPCKYHADCCHNCCLGGICKP STSWIGCSTNVYELIR
R11.3 MKLCLTFLLYIMILASYTGEKLSEQTLRRAA-R-KNKGPRCWYGRVHCT YHKDCCPSVCCFKGRCKPQSWGCSGET
Epll.1 MKLCITFLLILVILPSYTGEKSSKRTLSGAAIR—GDWGCSGIGOGCGQDSNCCEDMCCYGQICEMI FARCGE

Fig. 13 Secuencia del precursor de las conotoxinas de la superfamilia I, [Buczek, O.; et. al.; 2005b]. En rojo la
secuencia senal, en negro la region pro y en azul la toxina madura. (Para identificar a cada uno de los péptidos
se utilizan siglas caracteristicas del Conus del cual provienen, seguidas del nimero que identifica la estructura

primaria del péptido) R, C. radiatus y Ep, C. episcopatus.
De esta manera, para tener los péptidos activos que son las toxinas maduras es necesario
que ocurra un corte proteolitico del precursor para liberar a la toxina funcional, la cual sera
inyectada a la presa [Terlau, H. y Olivera, B. M.; 2004]. Actualmente se desconoce en que

region del aparato venenoso sucede este fenémeno, sin embargo, de acuerdo a estudios

recientes, es probable que esto suceda en la zona en que convergen el conducto venenoso y

la faringe [Marshall, J.; et. al.; 2002].

1.8 Toxinas con puentes disulfuro
Ademads de los caracoles marinos varias especies de animales marinos como las medusas y
las anémonas, hasta de animales terrestres como las viboras, los alacranes, las arafias,

etcétera, han desarrollado venenos para defenderse o cazar a su presa.

1.8.1 Evolucién
En el caso de los caracoles marinos, a pesar de ser organismos de aparicién mas reciente (50

millones de afios) que las arafias (400 millones de afios) o los alacranes (420 millones de
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aflos), su veneno tiene una mayor cantidad de péptidos activos, es decir, el veneno de las
arafas puede tener hasta 50 péptidos, el veneno de los alacranes 70, mientras que el veneno
de los caracoles marinos mas de 100 péptidos activos [Sollod, B. L.; et. al.; 2005]. Se cree
que esto se debe a que los caracoles marinos son principalmente predadores especialistas,
mientras que los alacranes y las arafias son generalistas. Por lo que el éxito de los caracoles
tal vez dependa de tener una toxina especifica para cada tipo de canal idnico para un
Phylum determinado. Sin embargo en el caso de los alacranes y arafias resulta mas
conveniente tener un coctel de toxinas funcionalmente homologas capaz de afectar un
receptor especifico presente en organismos de diversos Phyla [Sollod, B. L.; et. al.; 2005].
Esto resalta la importancia del estudio de las conotoxinas por su alta especificidad.
La abundancia de los péptidos, de manera aproximada se estima que en los caracoles
marinos es de 50,000 péptidos, en los alacranes de 100,000, en las arafias de hasta 4 millones
de péptidos. [Sollod, B. L.; et. al.; 2005]
Asi como en los caracoles marinos (Phyllum Mollusca), las toxinas de otros animales
también pueden clasificarse de acuerdo al patrén de cisteinas que presenta su secuencia
primaria. De esta manera las toxinas de las viboras (Phylum Chordata) se pueden clasificar
en 7 grupos [Tamiya, Y. y Fujimi, T. J.; 2006]:

e Sarafotoxinas. Presentan 21 aminoacidos con 2 puentes disulfuro.

e Miotoxinas. Presentan de 43 a 45 aminodcidos con 3 puentes disulfuro.

e Dendrotoxinas. Presentan de 57 a 60 residuos con 3 puentes disulfuro.

e Viperdesintegrinas. Presentan de 47 a 83 aminoacidos y con 4 a 7 puentes disulfuro.

e Estructura de tres dedos: Presentan de 60 a 74 residuos y con 4 a 5 puentes

disulfuro.
e Fosfolipasa A2. Aproximadamente 120 aminodcidos y con 5 a 8 puentes disulfuro.

e Hemorraginas. Presentan de 200 a 800 residuos con varios puentes disulfuro.
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En el caso de las toxinas de alacran (Phylum Arthropoda), estas se clasifican en dos grandes
grupos [Rodriguez de la Vega, R. C. y Possani, L. D.; 2005 y Rodriguez de la Vega, R. C. y
Possani, L. D.; 2004]:

e De cadena larga. Secuencias de 58 a 76 aminodcidos y con 3 a 4 puentes disulfuro.

e De cadena corta. Secuencias de 20 a 40 aminoacidos y con 3 a 4 puentes disulfuro.

Las toxinas de arafias (Phylum Arthropoda) se dividen en tres grupos [Sollod, B. L.; et. al.;
2005]:

e Péptidos pequeiios: menos de 35 aminoacidos, sin puentes disulfuro.

e Péptidos medianos: de 35 a 45 aminoacidos y con 3 a 5 puentes disulfuro.

e Péptidos grandes: mas de 45 aminodcidos y con 4 o mas puentes disulfuro.

Por otra parte, las toxinas de anémona (Phylum Cnidaria) se pueden agrupar de acuerdo al
efecto molecular que provocan en su victima en [Santamaria, A., et. al.; 2002 y Monroy-
Estrada, H.; et. al.; 2007]:

e Neurotoxinas que afectan la actividad de los canales idnicos.

e C(Citolisinas que degradan la membrana celular.

A pesar de que estos animales venenosos pertenecen a Phyla distintos, se han encontrado
algunas coincidencias en la estructura y efectos de sus toxinas. En el caso de las conotoxinas
de caracoles marinos, las dendrotoxinas de viboras, las toxinas de cadena corta de alacranes,
las toxinas de cadena mediana de arafias y las neurotoxinas de las anémonas, todas ellas
consideradas como toxinas “medianas”, de 21 a 55 aminodcidos y que afectan a canales de
potasio dependientes de voltaje Kv, se han encontrado las coincidencias siguientes:

e El proceso evolutivo para generar la gran diversidad de toxinas de caracoles

marinos, de alacranes y de arafias es el mismo: duplicacién genética a partir de un
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gen ancestral e hipermutacién puntual del propéptido y de la toxina madura [Sollod,
B. L.; et. al.; 2005].

e Se unen a los canales de potasio en el vestibulo externo del poro [Mondal, S.; et. al.;
2005; Gasparini, S.; et. al.; 2004 y Alessandri-Haber, N.; et. al.; 1999].

e Las toxinas presentan de 2 a 4 puentes disulfuro, los cuales son de gran importancia
para comprender la interaccién toxina-canal de potasio [Drakopolou, E.; et. al.; 1998
y Craik, D. J.; et. al.; 2001].

e De manera general presentan una diada conocida como lisina-residuo aromadtico
(KY) que es determinante en el bloqueo de los canales de potasio, pues estudios con
modelos tridimensionales posicionan a la lisina dirigida a la parte superior del poro,
impidiendo asi que pueda pasar el idn potasio, aunque existen algunos casos en que
es un anillo de residuos basicos de arginina y/o lisina el que bloquea el paso de los

iones K* [Rodriguez de la Vega, R. C. y Possani, L. D.; 2004; Gasparini, S.; et. al,;

2004; Dauplais, M.; et. al.; 1997 y Zhu, S.; et. al.; 2004].

Debido a que los Phyla de estos organismos son diversos, no se tiene un ancestro comun del
cual se hayan derivado los aparatos venenosos de cada uno de ellos. Sin embargo, a pesar de
que sus procesos evolutivos han sido independientes, convergen hacia la produccién de una
gran cantidad de péptidos en los que su secuencia conserva patrones especificos de

cisteinas.

1.8.2 Estructura de las toxinas que afectan canales de K*

1.8.2.1. Toxinas de alacrén.
En el caso de las toxinas de alacran que son las mas estudiadas tanto en su evolucién como

en su estructura, se ha observado que la presencia del motivo “o/p estabilizado por
cisteinas” en el cual dos enlaces disulfuro, C~C; y Ci+#+Cj+2 se unen de manera covalente a

un segmento de la hélice o con una hebra de la hoja B de la misma toxina (CSo/f3)
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[Rodriguez de la Vega, R. C. y Possani, L. D.; 2004]. Este motivo se encuentra tanto en las
toxinas con tres enlaces disulfuro (por ejemplo: ChTx (caribdotoxina), KTx (kaliotoxina) y
MgTx (Margatoxina) [Aiyar, J.; et. al.; 1995]), como en las que presentan cuatro (por
ejemplo: BuTx (Butantoxina), HsTx1 (toxina de Heterometrus spinifer) y Pil (toxina de
Pandinus impirator) [Zhu, S.; et. al.; 2004 y M’Barek, S.; et. al.; 2005]), sin embargo, toxinas

como la MTx (Maurotoxina) no presentan este motivo [Zhu, S.; et. al.; 2004] (Fig. 14).

ChTx QFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTS RGKCMNEKKCRCYS
KTx GVEINVKCSGSPQCLKPCKDAGM RFGKCMNRKCHCTPK

MgTx TIINVKCTS PKQCLPP(I'JKAQFGQSAGAKCMN GKCKCYP
L ! . ' I

B
BuTx WCSTCLD LA(I'JGASRE(IJYDP(IJEKAFGRAHGK(IZMNNK(FRCYT

Pil LVKCRGTSDCGRPCQQOQTGCPNSKCINRMCKCYGC

HsTx1 AS (IZRT PKD (IZAD P(IZRKE T G(IZ PYGK(IZMNRK(IZK(leRC
C

MTx VSCTGSKDCYAPCRKQTGCPNAKCINKS (IJK(IZYG(IJ

Fig. 14 Toxinas de alacran que presentan 3 o 4 puentes disulfuro. A) Toxinas con tres puentes disulfuro y el
motivo CSo/B. B) Toxinas con 4 puentes disulfuro y el motivo CSo/p. C) Toxina con cuatro puentes disulfuro sin
el motivo CSa/B. Con lineas azules destaca el motivo de los dos puentes disulfuro.

También se observa que al modelar en tres dimensiones las toxinas con el motivo CSo/f3 se

presentan estructuras diferentes (Fig. 15), y también que en las toxinas con un patrén de

puentes disulfuro diferente se pueden presentar estructuras semejantes (Fig. 16).
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Fig. 15 Toxinas de alacran especificas para canales de potasio. A) Toxinas con tres puentes disulfuro y que
presentan la diada K277Y36 en la caribdotoxina (ptarpura) y K27F25 en la Agitoxina2. B) Pi4 presenta un anillo
de residuos basicos: R10, R19, K30 y K33. C) Residuos basicos R6 y Rgen la toxina Tsk (amarillo) y R6 y R13 en

la Scyallotoxina (Scytx, en rojo) importantes en la interaccion con canales de K+ dependientes de Caz+. D)

Toxinas CnERG1 (azul) y BeKm-1 (gris) cuya actividad se ha observado en canales ERG. (Tomada de [Rodriguez
dela Vega, R. C. y Possani, L. D.; 2004])

Fig. 16 Superimposicion de las estructuras de las toxinas HsTx1 (rojo) y MTx (verde) ambas con cuatro puentes
disulfuro, pero con diferentes patrones de union entre las cisteinas (Tomado de [Zhu, S.; et. al.; 2004]).
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1.8.2.2. Toxinas de araiia.

Las toxinas de arafia afectan canales de potasio de las familias Kv2 y Kv4, a diferencia de las
toxinas de alacrdn, vibora y caracoles marinos que afectan canales Kvl y Kv3. Las
secuencias de las toxinas conocidas hasta el momento, presentan de 6 a 8 cisteinas [Estrada,
G.; et. al.; 2007] lo que coincide con las toxinas de los otros animales venenosos, sin
embargo, a diferencia de las toxinas de alacran, no presentan el motivo CSo/p. Sin embargo

en las toxinas de arafia con 6 cisteinas se ha identificado el motivo ICK “inhibitor cystine

knot” (nudo inhibidor de cisteinas) en el que el patréon de cisteinas CX3-7CX3-8CXo-7CX1-
4CX4-13C genera un patrén de puentes disulfuro CI-CIY, CI-CV y CHI-CVL, que no es
exclusivo para aquellas que tienen actividad sobre los canales de K* [Craik, D. J.; et. al.;

2001] pues también se observa en toxinas que acttian sobre canales de Na* y Ca?*. Este

motivo se ha relacionado con la unién de estas toxinas de arafa al sensor de voltaje del
canal, lo cual no ocurre para este mismo motivo en toxinas de otros animales [Swatz, . K.;
et. al.; 2007]. También para las toxinas de arafla con 8 cisteinas se ha identificado este
motivo relacionado con su actividad sobre canales de potasio BK (J-Atracotoxinas [Wang,
X.; et. al.; 2000]), aunque de la toxina PnTx3-1 no de ha determinado el patrén de puentes
disulfuro porque su estudio se ve limitado por la cantidad de veneno disponible (Fig. 17)

[Carneiro, A. M. D; et. al.; 2003].

-~

A
Hanatoxinal ECRYLFGGCKTT SDCCKHLGCKFRDKYCAWDETES
Heteropodatoxina DCGTIWHYCGTDQSECCEGWKCSRQL CKYVIDW
SGTx1 TCRYLFGGCKTTA DggKHLA?RSDGKY?AWDGTF
B
J-ACTX-Hvla TICTGADRPCAACCPCCPGTSCQGPESNGVVYCRNF
J-ACTX-Hv1lb TIGTGADRPCAACCPCCPGTSCOGPEPNGVSYCRND
—t—t
C
PnTx3-1 AECAAVYERCGKGYKRCCEERPCKCNIVMDNCTCKKFISE

Fig. 17 Secuencias de aminoacidos de algunas toxinas de araiia. A) Con tres puentes disulfuro que presentan el
motivo ICK. B) J-atracotoxinas con 4 puentes disulfuro su patrén especifico. C) Toxina con 8 cisteinas.
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1.8.2.3. Toxinas de anémona.

Las toxinas de anémonas marinas Tipo 1 bloquean a los canales de K* dependientes de

voltaje Kvl pero no presentan ninguno de los dos motivos anteriores en su patrén de

puentes disulfuro [Honma, T. y Shiomi, K.; 2006 y Pennington, M. W_; et. al.; 1996] (Fig.

18) y aunque por el momento no se tiene definido el patrén de puentes disulfuro, las

toxinas de anémona Tipo 3 no bloquean canales Kv1 pero bloquean canales Kv3 y ERG

[Honma, T. y Shiomi, K.; 2006].

-~

A

ShK RSCIDTIPKSRCTAFQ CKHSMKYRLSFCRKTCGTC
BgK VCRDWFKETACRHAKSLGNCRT SQKYRAN CAKTCELC
AsKS ACKDNFAAATCKHVKENKNC GSQKYATN CAKTCGKC
HmK RTCKDLIPVSECTDIR CRTSMKYRLNLCRKTCGSC
AeK GCllKDNFSAN T(IZKHVK AN N(IJ GSQKYATN CIlAKTCIlGKcll
AsKC1

INKDCLLPMDVGRCRASHPRYYYNS SSKRCEKFTYGGCRGNANNFHTLEECEKVCGVR

AsKC2

INKDCLLPMDVGRCRARHPRYYYNS SSRRCEKFTYGGCRGNANNF I TKKE CEKVCGVR

AsKC3

INGDCELPKVVGRCRARFPRYYYNLSSRRCEKFIYGGCGGNANNFHTLEECEKVCGVR

BDS-I AAPCFCSGKPGRGDLWILRGTCPGGYGYTSNCYKWPNICCYPH
BDS-ITI AAPCFCPGKPDRGDLWILRGTCPGGYGYTSNCYKWPNICCYPH
APETx1 GTTCYC GKT IGIYWFGTKTCPSNRGYTGSCGYFLGICCYPVD

Fig. 18 Secuencias de aminoacidosde las toxinas de anémona que bloquean canales de potasio. A) Tipo 1. B)

Tipo 2. C) Tipo 3 (Basado en [Honma, T. y Shiomi, K.; 2006]).

1.8.2.4. Toxinas de vibora.

Las dendrotoxinas son el grupo caracteristico de las toxinas de vibora que bloquean los

canales de potasio Kv1 y gracias a que su secuencia de aminodcidos es pequefia con respecto

a la de otras toxinas de vibora (seccién 1.8), se ha podido identificar su patrén de cisteinas

que presenta el motivo CSo/f (Fig. 19) [Hollecker, M.; et. al.; 2002; Harvey A. L; 2002 y

Mouhat, S.; et. al.; 2004a).
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DTxI Z PLRKI'..CI!ILHRNPGR(;YQKI PAFYY'NQKKKQ(FE GFTWSG(;GGNSNRFKTIEE(FRRTCI! IRK
L : 1 |

Fig. 19 Secuencias de aminoacidosde la Dendrotoxina I (Basado en [Mouhat, S.; et. al.; 2004al).

A partir del afio 2000 se han reportado toxinas de vibora cuya estructura corresponde a las
“proteinas secretadas ricas en cisteinas” CRISP-3 en que la secuencia de aminodcidos es mas
larga que la de las dendrotoxinas (de 220 a 222 aminoacidos con 10 o 16 puentes de
cisteina) y que también bloquean canales de potasio [Yamazaki, Y.; et. al.; 2000], sin
embargo, estudios de cristalografia revelan que la estructura no presenta la diada KY o los

motivos CSa/P o ICK o el anillo de residuos basicos [Wang, F.; et. al.; 2006].

1.9 Conotoxinas

Hasta el momento, se ha determinado la estructura primaria de mas de 100 conotoxinas las
cuales presentan muy diversos patrones de cisteinas y de manera comun se observa que un
mismo patrén de cisteinas en ocasiones genera dos o mas patrones de puentes disulfuro los
cuales pueden contener los motivos CSa/B o ICK o ninguno de ellos [Bulag, G. y Olivera, B.
M.; 2008]. Para su estudio sistematico se han clasificado en 13 superfamilias de genes (O,
M, A, S, T,P,LL,J,V, G, Dy C [Aguilar, M. B,; et. al.; 2008a]) con base en la secuencia
sefial del prepropéptido [Lépez-Vera, E.; et. al.; 2007].

Cada superfamilia se divide en una o mas familias de acuerdo a su farmacologia, es decir,
dependiendo de la proteina transportadora de iones de la membrana plasmadtica que
afecten: canales idnicos, receptores ionotropicos o transportadores [Chen, P.; et. al.; 2008]
(Tabla 3). En los ultimos afios ha ido en aumento la identificaciéon de conotoxinas asi como
de sus blancos moleculares. También hay mucho interés por utilizarlas como farmacos.
Actualmente se produce de manera comercial el medicamento conocido como Prialt (de los
laboratorios farmacéuticos Elan, Neurex) que obtuvo la aprobacién de la FDA como droga

para el dolor. Este medicamento es un analogo sintético de la ®-conotoxina MVIIA que se
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los canales de calcio activados por voltaje Cav2.2 [Olivera, B. M.; 2006].

aislé del veneno del caracol marino Conus magusy actia bloqueando de manera especifica

Familia

Efecto

Superfamilia O

)

Retarda la Inactivacion de Canales de Sodio Activados
por Voltaje

Inhibe Canales de Sodio Activados por Voltaje

Inhibe Canales de Potasio Activados por Voltaje

Inhibe Canales de Calcio Activados por Voltaje

Superfamilia M

Inhibe Canales de Sodio Activados por Voltaje

Inhibe Receptores Nicotinicos de Acetilcolina

Inhibe Canales de Potasio Activados por Voltaje

Activa canales marcapaso

Superfamilia A

Inhibe Receptores Nicotinicos de Acetilcolina

Inhibe Receptores Nicotinicos de Acetilcolina

Inhibe Canales de Potasio Activados por Voltaje

Inhibe adrenoreceptor a1A

Superfamilia S

Inhibe receptor de 5-HT3

Superfamilia T

Inhibe Canales de Calcio Activados por Voltaje

xaqn§§9<§€:ex’é

Inhibe al Transportador Neuronal de Noradrenalina

Superfamilia P

Es probable que afecte receptores a glicina [Miles, L. A.
et. al.; 2002]

Superfamilia I,

Reduce el Umbral de Activacion de Canales de Sodio
[Olivera, B. M.; Teichert, R. W.; 2007]

Superfamilia I.

Actiia en Canales de Potasio [Fan, C.; et. al.; 2003 y
Kauferstein, S.; et. al.; 2003]

Superfamilia L

Superfamilia J

Inhibe Receptores Nicotinicos de Acetilcolina y al canal
Kv1.6 [Imperial, J. S. et. al.; 2006]

Superfamilia V

No se ha determinado [Peng, C. et. al.; 2008]

Superfamilia C

Inhibe Receptores Nicotinicos de Acetilcolina [Jiménez,
E. C.; et. al.; 2007]

Superfamilia D

Inhibe Receptores Nicotinicos de Acetilcolina

[Loughnan, M.; et. al.; 2006]

C-C-C-CC-C-C-C

No se ha determinado [Aguilar, M. B. et. al.; 2005]

C-C-C-CCC-C-C-C-C

No se ha determinado [Chen, P.; et. al.; 2008]

C-C-CC-C-CC-C

No se ha determinado [Yuan, D.; et. al.; 2008]

Tabla 3. Clasificacion genética y farmacologica de las conotoxinas (Basada en [Armishaw, C. J. y Alewood, P.

F.; 2005]).
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1.10 I-conotoxinas

Se presentan en los tres tipos de predadores de Conusy se caracterizan por tener en su
secuencia de aminoacidos un arreglo de 8 cisteinas -C-C-CC-CC-C-C-, conocido como la
estructura XI que daria origen a 4 puentes disulfuro. Antes del descubrimiento de este
patron, se crefa que a una superfamilia (grupo de conopéptidos que comparten la misma
secuencia sefial en el propéptido de la toxina) correspondian uno o dos patrones de
cisteinas. Sin embargo, los patrones pertenecian exclusivamente a una superfamilia. En el
caso de las I-conotoxinas, por primera vez el mismo patron se encuentra en 2 superfamilias
llamadas I1 e I, que se definieron como superfamilias independientes al conocer su
secuencia sefial, la cual es muy diferente. Incluso, en los precursores de la superfamilia I» la
region pro no existe, por lo que la secuencia de la toxina madura estd unida a la secuencia
seflal. Ademas de esto, en esta misma superfamilia, existe una pequefia regién (de 5 hasta
13 aminodcidos) en el COOH terminal que junto con la regién pre se corta
proteoliticamente para dar origen a la toxina madura (Fig. 20) [Buczek, O.; et. al.; 2005b;

Aguilar, M. B; et. al.; 2007 y Buczek, O.; et. al.; 2007].

rSuperfamilia I

R11.4 MKLCITFLLYIMITASYTGEKSSKHILSRAA-RYENRGPSFCKADEKPCKYHADCCHCCLGGICKP STSWIGCSTHYFLTR
R11.3 MKICITFLLYIMILASYTGEKLSEQTLRRAA-R-KNKGPRCWYGRVHCT YHKDCCPSYCCFKGRCKPQSWGCSGPT
Epll.1 MELCITFLLILYIIPSYTGEKSSKRTLSGARIR—GDWGCSGIGOGCGODSNCCGDMCCYGQICAMT FAACGE
Superfamilia I,

8x11.2 MMFRYTSYGCLLLYIVYFLNLYYPTSACRAEGTYCENDSQCCLMECCWGGCGHPCRHPGEKRSKLQEFFRQR

Epll.12 MMFRYTSYGCFLLYILSLNLYYLTNACLSEGSPCSMSGSCCHKSCCRSTCTFPCLIPGERAKLEEFFRQR

BtX MMFRYT SYGCLLLYIVFLNLVYPT S ACRAgGTYCgNDSQCCLNgCCWGGCGHOCRHPGKRSKLQEFFROR
\ /

Fig. 20 Secuencia del precursor de las conotoxinas de las superfamilias I, e I. [Buczek, O.; et. al.; 2005b]. En
rojo la secuencia seiial, en negro la region pro, en azul la toxina madura y subrayados los aminoacidos del
COOH terminal que se pierden por un corte proteolitico (R, C. radiatus; Ep, C. episcopatus; Sx, C. striolatus'y
BtX toxina de C. betulinus).

Las I-conotoxinas también pueden clasificarse en tres grupos llamados A, B y C, con base
en el numero de aminoacidos presentes entre cada cisteina (Fig. 21) [Buczek, O.; et. al,;
2005b].
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Superfamilia I; (A)
— CX,CX;CCX,CCX,CXq 1oC—

[-conotoxinas
Estructura XI
C-C-CC-CcCc-Cc-C

Superfamilial; (B)
— CX,CX;CCX;CCX,CX, C—

Superfamilial, (C)
— CX,CX;CCX;CCX;CX;C—

Fig. 21 Patron de cisteinas de las I-conotoxinas y de los grupos A, B y C. X es cualquier otro aminoacido

(Basado en [Buczek, O.; et. al.; 2005b]).

Actualmente se han reportado estudios farmacolégicos con tres I-conotoxinas:

1-RXTA (C. radiatus) perteneciente a la superfamilia Ii. Incrementa la corriente
entrante de sodio de los canales de sodio dependientes de voltaje Nav1.6, por lo que
induce potenciales de accidn repetitivos en las células excitables y genera el efecto
tetanizante del veneno de estos caracoles [Buczek, O.; et. al.; 2007].

k-BtX (C. betulinus) perteneciente a la superfamilia I.. Activa canales de potasio
activados por Ca? de conductancia alta (canales BK) [Fan C. et. al.; 2003]. La
entrada de iones K a la célula hiperpolariza su membrana, inhibiendo la generacién
de los potenciales de accidn.

ViTx (C. virgo) también pertenece a la superfamilia 2. Inhibe los canales Kv1.1 y
Kv1.3 pertenecientes a la subfamilia de canales de potasio tipo Shaker, Kvl
[Kauferstein, S. et. al.; 2003]. Evita que se mantenga el potencial de reposo de la

membrana celular, pues no permite que salgan los iones K* de la célula cuando se

encuentran en e€xceso.

1.11 Conus spurius

En aguas mexicanas podemos encontrar mas de 60 especies de caracoles marinos

pertenecientes al género Conus. En el Pacifico encontramos especies como: C. arcuatus, C.

bartschi, C. brunneus, C. californicus, C. gradatus, C. purpurascens, C. recurvus, C,
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virgatus, etc. En el Atlantico encontramos especies como: C. austini, C. mus, C. nux, C.
puncticulatusy C. spurius [www.coneshell.net].

La concha en forma de cono de C. spurius presenta de 9 a 10 espiras, las tres primeras
forman una espira larga y aplanada. La abertura es larga y estrecha, mientras que su canal
sifonal forma s6lo una muesca. El labio exterior es fino y su opérculo es cérneo y pequefio.
El color de la concha es crema con hileras de rombos colocados en espirales o en manchas
moteadas, el interior de la apertura es blanco. Miden de 5 a 8 cm de largo. Se les encuentra

en aguas proximas a los arrecifes del Golfo de México, del Caribe Mexicano y de Florida

(Fig. 22) [Luna-Ramirez, K. S.; 2006].

Fig. 22 Concha de un ejemplar de C. spurius (Modificada de [www.coneshell.net]).

Los caracoles vermivoros son los mas numerosos, sin embargo se ha estudiado el veneno de
aproximadamente 60 especies de este grupo, lo que corresponde al 5% del total de especies
vermivoras estimadas hasta el momento.
En particular, C. spurius es un caracol vermivoro cuyo veneno empez6 a estudiarse
recientemente y hasta el momento se han aislado y estudiado los conopéptidos siguientes:
e Conorfamida Srl: Probable agonista de canales idnicos dependientes del
neuropéptido FRMFamida y modulador de canales de sodio epiteliales [Maillo, M.;

et. al.; 2002].
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Conorfamida Sr2: Es posible que acttie sobre receptores acoplados a proteinas G,
sobre canales de Na+ activados por FRMFamida o sobre canales iénicos sensibles a
la acidez [Aguilar, M. B; et. al.; 2008b].

Péptido sr5a: actuia en el sistema nervioso central de mamiferos y ha sido clasificado
como perteneciente a la superfamilia T [Aguilar, M. B. et. al.; 2006].

Péptido sr7a: provoca hiperactividad en ratones y pardlisis en moluscos. Se ha
clasificado como perteneciente a la superfamilia O [Luna-Ramirez, K. S.; et. al.;
2007].

Péptidos SrIA y SrIB: Potencian la actividad de los receptores nicotinicos de
acetilcolina, tanto los receptores de musculo como los del sistema nervioso central.
Su patrén de cisteinas corresponde a la familia de a-conotoxinas [Lopez-Vera, E.;
et. al.; 2007].

Péptido srlla: Su patréon de cisteinas corresponde al de la superfamilia I> se ha
propuesto que afecta canales de potasio [Aguilar, M. B,; et. al.; 2007]. En este trabajo
de tesis se estudid su efecto sobre canales de potasio dependientes de voltaje de la

subfamilia Kv1.

1.12 Péptido srlla

La estructura primaria del péptido srlla maduro, presenta el patrén de cisteinas que

corresponde a la superfamilia I2. Ademads, en su secuencia de aminoacidos podemos

encontrar modificaciones postraduccionales presentes en la I-conotoxina k-BtX: dos y-

carboxiglutamatos en las posiciones 9 y 10 y el extremo carboxilo terminal amidado

[Aguilar, M. B.; et. al.; 2007]. La semejanza del péptido srlla con las I-conotoxinas k-BtX y

ViTx es de 50% y 31%, respectivamente (Fig. 23).

Los ensayos electrofisioldgicos por patch-clamp en cultivos de células cromafines de rata,

han demostrado que la toxina BtX modula el comportamiento de los canales BK (canales de

potasio dependientes de voltaje y activados por calcio) incrementando la corriente
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2.51+0.47 veces con respecto al control, lo cual se debe a que la probabilidad de apertura

del canal aumenta, lo cual significa que altera el “gating” de los canales [Fan C. et. al;

2003].
Pépﬁﬂo Secuencia Semejanza
srlla CETEGMSCggHOQCCWESCCRGECEAP CRFGP*
BtX CRHgGTYCgHDSmCLHgCWGGCGHDCRHP* LIS
¥iTx SECFPPGIYCTSYLPCCWGICCST CENVYCHIRTIGE 31%

Fig. 23 Comparacion entre las conotoxinas sri1a, BtX y ViTx. En rojo el patron de cisteinas. O= hidroxi-
prolina, g=gama-carboxiglutamato y * indica que el carboxilo terminal esta amidado.

Es interesante subrayar que es poco comun que una toxina de arafa, alacran o vibora sea
activadora de un canal iénico. Por lo general bloquean la entrada de los iones al poro del
canal o modifican sus propiedades de “gating” al unirse en algun sitio del canal. Incluso, en
la revisién bibliografica que se hizo para este trabajo, sdlo la toxina k-BtX de caracol
marino C. betulinus presenta este efecto.

Los ensayos de fijacién de voltaje (voltage-clamp) en los ovocitos han demostrado que la
toxina ViTx bloquea la actividad de los canales Kv1l.1 en un 80% y Kv1.3 en un 36%
aproximadamente [Kauferstein, S. et. al.; 2003]. Para la toxina ViTx se ha reportado un
modelo tridimensional basado en la estructura tridimensional de la atracotoxina J-AcTx-
Hvlc de la araha Hadronyche versuta. Este modelo se compar6 con otras toxinas de
diversos origenes (de alacran la kaliotoxina KTX y la Agitoxina 2; de Conusla conotoxina
k-PVIIA) con lo cual se ha sugerido que son los residuos Arg26 y Arg32, ubicados en el
extremo C-terminal de la toxina, los responsables de la inhibicién de los canales Kvl

[Mondal, S.; et. al.; 2005].

1.13 Superfamilia de los canales de potasio.

Esta superfamilia es la mds grande (casi 80 genes) y estudiada de los canales iénicos. Con
base en el nimero de segmentos transmembranales y de regiones de poro es que se han

clasificado los canales de potasio en 4 grupos generales:
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e Activados por calcio (8 genes) Kca

En general presentan de seis a siete segmentos transmembranales, un motivo

correspondiente al sensor de voltaje (identificado como S4) y una regién de poro.

Este grupo esta formado por dos arboles filogenéticos (Fig. 24). El arbol A engloba a los
canales llamados de conductancia baja y al canal Kca3.1 de conductancia intermedia.

Estos canales no dependen de voltaje, s6lo del calcio intracelular que detectan a través
de la calmodulina unida a su carboxilo terminal. Estos canales se encuentran en células
excitables y no excitables en donde participan de procesos de sefializaciéon dependiente

de calcio [Wei, A. D.; et. al.; 2005].

El arbol B contiene a los canales de conductancia alta de potasio (slo) y a los canales
dependientes de sodio. Aunque s6lo el canal Kcal.1 es dependiente de calcio, los otros 3
genes pertenecen a la misma rama filogenética en base a su relacion estructural, pues
dos unidades del gen Kcal.l pueden unirse con dos unidades de cualquiera de los otros

tres genes para dar origen a heterotetrameros funcionales [Wei, A. D; et. al.; 2005].

Fig. 24 Arboles filogenéticos para los canales de potasio activados por calcio (Tomada de [Wei, A. D.; et.
al.; 2005]).
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e Rectificadores entrantes (15 genes) Kir

En este arbol filogenético (Fig. 25) se incluyen a los canales de potasio rectificadores
entrantes, a los acoplados a proteina G y a ATP. Estdan formados por unidades que
presentan dos segmentos transmembranales y un poro. Cuatro de éstas unidades
forman un tetrdmero dando origen al canal funcional. Son importantes en la fisiologia
de diferentes 6rganos, como el cerebro, el corazén, los rifiones, las células endocrinas,

los oidos y la retina [Kubo, Y.; et. al.; 2005].

Fig. 25 Arbol filogenético para los canales de potasio rectificadores entrantes (Tomada de [Kubo, Y.; et.
al.; 2005]).

e Dos poros por dominio (15 genes) Kor

El estudio de estos canales ha revelado que el “leak” identificado en los primeros
trabajos de Hodgkin y Huxley es producido por un mecanismo altamente regulado para
controlar la excitabilidad celular. Estos canales estan formados por dimeros de unidades
con cuatro u ocho segmentos transmembranales y 2 poros (Fig. 26). Estos canales

pueden responder a una gran diversidad de estimulos como: pH, neurotrasnsmisores,
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lipidos, estiramiento y acoplamiento a proteinas G. Pueden llegar a comportarse como

rectificadores o presentar dependencia al voltaje [Goldstein, S. A.; et. al.; 2005].

Fig. 26 Arbol filogenético para los canales de potasio con dos poros por dominio (Tomada de [Goldstein, S.
A.; et. al.; 2005]).

e Dependientes de voltaje (40 genes) Kv

Es el grupo mas grande y diverso, formado por tres arboles filogenéticos que agrupan a
12 familias. De manera general, la familia Kv1 es conocida como canales tipo Shaker
(rectificadores tardios), la familia Kv2 como tipo Shab (rectificadores tardios), la Kv3
como Shaw (rectificadores tardios), la Kv4 como Sha/ (corriente transitoria de potasio
tipo A), la Kv10 como eag (ether a-go-go), la Kvll como erg (ether a-go-go related
genes) y la Kv12 como elk (ether-a-go-go like K channels genes) (Fig. 27) [Gutman, G.
A.; et. al.; 2005].

Para formar un canal funcional pueden agruparse como homotetrdmeros o como
heterotetrameros. De manera especifica, los genes de las familias Kv5, Kv6, Kv7, Kv8 y

Kv9 no forman homotetrameros, pero se unen a los genes de la familia Kv2 para dar
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origen a heterotetrameros funcionales. Ademads, los canales Kv pueden asociarse con
proteinas accesorias como subunidades f (en Kvl y Kv2), KCHIP1 (“K channel

interacting proteins” en Kv4), calmodulina (en Kv10) y minK (en Kv11).

Fig. 27 Los tres arboles filogenéticos de los canales de potasio dependientes de voltaje (Tomada de
[Gutman, G. A.; et. al.; 2005]).

1.14 Familia de los canales de potasio activados por voltaje Kv1

Los dominios de estos canales se caracterizan por tener seis segmentos transmembranales
mientras que el carboxilo y el amino terminales son intracelulares. Como se mencioné en
la seccion 1.5, la selectividad al potasio se debe a la secuencia GYG conservada en estos
canales y que se ubica en la regién del poro entre los segmentos S5 y S6 [O’Grady, S. M. y
Lee, S. Y.; 2005]. Estudios en el canal Shaker de Drosophila melanogaster, indican que el

segmento transmembranal S4 es el que confiere la sensibilidad al voltaje, gracias a la
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presencia de 7 residuos positivos de arginina y lisina, uno en cada tercera posicién de este
segmento. Ademas se determind que el poro debe contener 13 cargas para su maximo

desempeiio [Bezanilla, F.; 2008] (Fig. 28).

Fig. 28 A) Representacion esquematica de un dominio de la subunidad a de un canal Kvi. B) Formacion de un
heterotetramero por dos tipos de subunidades o (Modificado de [O’Grady, S. M.y Lee, S. Y.; 2005]).

La subunidad a del canal funcional se forma cuando se unen 4 dominios ya sean iguales
(homotetrameros) o de 2 tipos diferentes (heterotetrdmeros), de manera que si los

dominios son iguales o combinados, las propiedades electrofisioldgicas del canal varian.
Las propiedades electrofisiologicas de los homotetrameros se resumen en la tabla 4.

Las propiedades de los canales Kv1 también pueden regularse al interactuar con una de tres
subunidades . Por ejemplo, la co-expresién de las subunidades KvfB1o Kv(B3 con
subunidades oo Kv1.X generan la inactivacién rapida de los canales de potasio [Patel, A.J. y
Honoré, E.; 2001]. También se sabe que las subunidades Kvf promueven el trafico

intracelular de algunas subunidades Kvo [Zhu, J.; et. al.; 2003].

Los canales Kv1 se encuentran distribuidos en todo el organismo, por lo que son muy

importantes en el funcionamiento de todo ser vivo (Tabla 5).
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Canal

Conductancia

Selectividad

Activacion

Funcioén Fisiologica

Kvi1.1

10 pS

K+>Rb*>NH,*

-32mV

Mantiene el potencial de
membrana, modula la
excitabilidad eléctrica en las
neuronas y el musculo.

Kvi1.2

14-18 pS

-21mV

Mantiene el potencial de
membrana, modula la
excitabilidad eléctrica en las
neuronas y el musculo.

Kvi1.3

13 pS

K+>Rb+*>NH,*>Cs*
>Na+

-35 mV

Regula el potencial de membrana
y la senalizacion de calcio en los
linfocitos y los oligodendrocitos.

Kvi.4

5pS

K+>>Na+

-22 mV

Participa en la corriente
transitoria I, lenta del potencial
cardiaco.

Kvi.5

8 pS

K+

-14 mV

Tiene propiedades parecidas a la
de la corriente ultra-rapida del
corazén. Mantiene el potencial de
membrana de las neuronas
modulando su excitabilidad
eléctrica.

Kv1.6

9pS

K+

-20 mV

Regula el potencial de membrana
de las neuronas.

Kvi.7

21 pS

K+

-8 mV

Tiene propiedades parecidas a las
de la corriente ultra-rapida del
corazdn.

Kvi1.8

10-12 pS

K+>>Na+

3.6 mV

Regula el potencial de membrana
en el tabulo proximal del rifi6n.

Tabla 4 Propiedades electrofisioldgicas de los canales Kvi (Los datos se tomaron de [Gutman, G. A.; et. al.;

2005]).
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Canal Distribucion

Kvl.1 Cerebro, corazdn, retina, muisculo esquelético, islotes pancreaticos.

Kvl.2 Ce'rebro, _me’du[a espinal, células de Schwann, atrio, ventriculo, retina,
musculo liso, células PC12.

Kvi.2 Cerebro, pulman, islotes, timo, nodo linfatico, fibroblastos, linfocitos B

: vy T, amigdala, microglia, plaquetas, testiculo.

Kvi.4 Cerebro, pulmén carcinado, musculo esquelético, corazdn, islotes
pancreaticos.

Kvl.5 Aorta, colon, rifidn, estdmago, muasculo liso, hipocampo, corteza,
pituitaria, arteria pulmonar.

Kvl.6 Cerebro, cdlon, células germinales, corazdn, pulmén, oligodendrocitos.

Kvi.7 Placenta, saco amnidtico, muasculo esquelético, corazén, arterias
pulmonares.

Kvl.8 Rifion, cerebro,corazén, musculo esquelético, glandula suprarrenal.

BK Cerebro, musculo liso ¥ esquelético, odontoblastos, células

pancreadticas,epitelio del rifidn.

Tabla 5 Distribucion de los canales Kvi (Los datos se tomaron de [Gutman, G. A.; et. al.; 2005]).

Estudios farmacoldgicos de los canales de potasio Kv1 han encontrado diversos firmacos y
toxinas que los inhiben con una ICso que va del orden de pM a mM (Tabla 6).

En general los Kvs se bloquean con concentraciones mM de tetraetilamonio (TEA), bario
(Ba%*), 4-amino piridina (4AP) y quinidina. En contraste, las toxinas peptidicas bloquean a
los canales i6nicos de manera especifica y potente (ICso en el rango de pM a nM). En

particular se conocen toxinas de alacran, serpientes, arafias, medusas y abejas que bloquean

a los canales Kv1, a excepcién de los canales Kv1.4y Kv1.5 [Gutman, G. A,; et. al.; 2005].
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Canal TEA A AP ChTz | MgTz HgTz DTz Otras
mM mh ni nM nM nM Toxinas
Kvl.1 0.3 290 0,144 0.031 20 ShK
K12 560 590 14 0.675 0.17 17 Bgk
Kv1.3 10 195 3 0,230 0.086 BgK
Kvl4 100 13 No
Kv15 330 270 Resinife-
ratoxina
Kvl.6 7 15210 6 20 Bgk
Kvl.7 150 150 No
Kv1.8 50 1510 100 Mo

Tabla 6 IC;o de algunos farmacos y toxinas sobre canales Kvi. Farmacos: TEA, tetraetilamonio y 4AP, 4-
aminopiridina. Toxinas de alacran: ChTx, caribdotoxina; MgTx, margatoxina y HgTx, Hongotoxina. Toxina de

vibora: DTx, dendrotoxina. Toxinas de anémona: ShK toxina de Stichodactyla heliantus y BgK toxina de

Bunodosoma granulifera (1os datos se tomaron de [Gutman, G. A.; et. al.; 2005 y Koschak, A.; et al.; 1998]).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Determinar si el péptido sr1la del veneno del caracol marino Conus spurius tiene actividad
sobre los canales de potasio dependientes de voltaje Kv1 (Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.4, Kv1.5
y Kv1.6).

2.2 Objetivos particulares

e Amplificar el DNA de los canales Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.4, Kv1.5, y Kv1.6
e Obtener el RNA de los canales Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.4, Kv1.5 y Kv1.6.
e Registrar las corrientes eléctricas de los canales Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, Kvl.4, Kvl.5y

Kv1.6 en ausencia y en presencia de 640 nM de la toxina srlla.
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3. METODOLOGIA

3.1 Biologia molecular
i) Amplificacién de los cDNAs.

Los cDNAs (DNA complementario) de los canales hKv1.1, rKv1.2, rKv1.3, hKv1.4, rKv1.5
y hKv1.6 insertados en el vector pGEM, fueron adquiridos a través de un acuerdo de
“Transferencia de Materiales” con el Dr. Olaf Pongs, Director del Instituto de
Transduccién de Sefiales Neuroldgica y Centro de Neurobiologia Molecular de Hamburgo,
Alemania. Se llevé a cabo la transformacién de los DNAs en la cepa Escherichia coli DH-
5a por choque térmico. Las bacterias se incubaron en medio LB con ampicilina. Se purifico
el DNA con el Plasmid Midi Prep Kit (QIAGEN), se utilizé la enzima de corte HindIII para
los canales Kv1.1, Kv1.2 Y Kv1.3; la enzima Notl para el canal Kv1.4 y la enzima Sall para

los canales Kv1.5 y Kv1.6.
ii) Transcripcién in vitro.

A partir del DNA se sintetizéd el mRNA (RNA mensajero) con el Kit mMessage mMachine
(Ambion Corporation) de los canales hKv1.1, rKv1.2, rKv1.3, hKv1.4, rKv1.5 y hKv1.6 con

la enzima T7 RNA polimerasa.

Para verificar la presencia de los DNA y RNA se utilizaron geles de agarosa. La
concentracion de las muestras se determind por espectroscopia UV midiendo su

absorbancia a 260 nm.

3.2 Inyeccién del RNA en los ovocitos de la rana Xenopus laevis
i) Cirugfa.
La rana se anestesia por inmersién en hielo durante 1 hora. Después se le coloca boca

arriba en una charola con hielo (para evitar que despierte) y se hace un corte de 1 cm de

largo, primero de piel y luego de musculo en la parte baja del abdomen. Al quedar
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expuestos los ovocitos, se extraen y se colocan en medio ND96 sin calcio calcio (en mM: 96
de NaCl, 2 KCl, 1 MgClz, 5 HEPES, 2.5 piruvato, pH= 7.4). Después de obtener los ovocitos
se suturan el musculo y la piel para luego colocar a la rana en una pecera con agua fria,

para que despierte poco a poco.
ii) Digestion del foliculo de los ovocitos con una proteasa.

Los ovocitos obtenidos en la cirugia se colocan en un tubo de 45 ml con 15 ml de una
solucién de colagenasa tipo IA (Sigma-Aldrich) en concentracién de 1mg/ml, en medio
ND96 sin calcio (pues el calcio inhibe a la colagenasa) y se agitan suavemente durante 45
min. Posteriormente se hacen lavados consecutivos con los medios ND96 sin calcio, ND96
con calcio (en mM: 96 de NaCl, 2 KCI, 1.8 CaClz, 1 MgCl, 5 HEPES, 2.5 piruvato, pH= 7.4)
y ND96 con calcio mds gentamicina (en mM: 96 de NaCl, 2 KCI, 1.8 CaCl, 1 MgCl», 5
HEPES, 2.5 piruvato, 0.05mg/ml pH= 7.4) con el fin de eliminar toda la colagenasa para
que no maltrate a los ovocitos. Una vez libres de foliculo, se mantuvieron a 18° C en la

soluciéon de ND96 con calcio mds gentamicina antes y después de ser inyectados con el

RNA.
iii) Microinyeccién del RNA.

Con la ayuda de un microinyector digital de 1 pl se inyectaron entre 0.5 y 20 ng de

muestra de mRNA en cada ovocito. Se inyectan de 30 a 60 ovocitos por muestra de mRNA.

3.3 Obtencién de la toxina

Se capturan los ejemplares de C. spurius con ayuda de redes camaroneras y se mantienen
en congelacién hasta su procesamiento. [Lépez-Vera, E.; 2005] Se hace la diseccién del
animal para obtener los conductos venenosos, estos se homogenizan y centrifugan para
obtener el sobrenadante que contiene los péptidos. Por cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC, High Pressure Liquid Chromatography) en fase reversa con una

columna analitica C18 (Vydac 218TP54, tamaiio de particula de 5pum, tamafio de poro de
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300 A y de 4.6 x 250 mm) y una precolumna C18 (Vydac 218GK54, tamaiio de particula de
5um, tamafio de poro de 300 A y de 4.6 x 10 mm) se separan las diferentes fracciones para
volver a purificarlas por la misma técnica analitica. [Lopez-Vera, E.; 2005]

Se realizé la secuenciacion automatica del péptido nativo y del péptido piridiletilado por
degradacién de Edman, para después hacer una espectrometria de masas en modalidad
MALDI (ionizaciéon por laser asistida por una matriz). Con estos estudios se pudo

determinar la estructura primaria del péptido srl1la maduro. [Aguilar, M. B.; et. al.; 2007]

Este péptido fue purificado por el Biélogo Andrés Falcén bajo la direccién del Dr. Manuel
B. Aguilar Ramirez en el Laboratorio de Neurofarmacologia Marina del Instituto de

Neurobiologia de la Universidad Nacional Auténoma de México.

3.4 Registros electrofisiolégicos

Los ovocitos se registran con la técnica de fijaciéon de voltaje con dos microelectrodos a
partir de los dos y en ocasiones hasta los seis dias después de haber sido inyectados; se
utilizan ovocitos del mismo lote sin inyectar para obtener los registros control. Para el
registro se utilizan dos cabezales (HS-2A-x1LU y HS-2A-x10MGU), un convertidor
(DIGIDATA 1322A) y un amplificador (Gene Clamp 500B) analédgico digitales y un
software pClamp 8.0 (todos de Axon Instruments, Inc.). Se aplicéd un protocolo de voltaje
de -60 a 75 mV con pulsos de 2 s e incrementos de 15 mV, con un potencial de
mantenimiento de -90 mV. Para realizar los registros se utilizan los medios ND96 (en mM:
96 de NaCl, 2 KCl, 1.8 CaClz, 1 MgClz, 5 HEPES, 2.5 piruvato, pH= 7.4) con albumina al
0.1% [Lu, L.; et. al.; 1990 y Del Re, A. M.; et. al.; 2006].

Se utilizaron el TEA y la 4AP en diferentes concentraciones como bloqueadores
inespecificos para los canales Kv1. Por la cantidad limitada de la conotoxina, se utiliza el
péptido srlla en dos concentraciones: 640 nM y 1 uM para observar su efecto en los

canales Kv1.
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3.5 Anilisis de datos

Con los resultados obtenidos para cada canal con el inhibidor (4AP o TEA) y con el
péptidos srlla se sacaron los promedios (PROMEDIO) y la desviacién estindar (DE) en

cada caso de acuerdo a la ecuacién:

¥ ( Y; -PROMEDIO)’

n-1

en donde Yi es el resultado i y n es el numero total de resultados con valor de 3 en todos los

casos. Ademas, los resultados obtenidos se sometieron a la prueba t pareada para muestras
dependientes, en este caso se compararon los valores de la corriente antes de agregar y de
la corriente después de agregar el inhibidor (4AP o TEA) o el péptido srlla en un mismo
ovocito. Se promedia la diferencia entre estos valores para obtener la media aritmética (d),

la cual nos da la desviacion estandar (S) para las diferencias de acuerdo a la férmula:

Donde d es la diferencia en la corriente antes y después de agregar el bloqueador o péptido

srllay n =3 para todos los casos.

Calculada la media aritmética y la desviacion estandar podemos obtener el valor de t con

ayuda de la férmula siguiente:

t=

(5A=)
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El valor de t se compara con los valores criticos reportados para la distribucién t, si es
mayor a 2.920 entonces corresponderd a un a < 0.05, lo que nos dird que las diferencias
observadas se deben de manera significativa al efecto del bloqueador o de la toxina, segin
corresponda [Naranjo-Rodriguez, E. B.; 2002].

Para determinar los valores de ICso se utiliz6 la férmula [Verdier, L.; et. al.; 2005]:

f.
IC35= — x [Tx]
1-fc

En donde fc es la fraccién de corriente con respecto a la corriente registrada en el mismo
ovocito antes de agregar el inhibidor o la toxina y TX es el promedio de la concentracién

del inhibidor o la toxina utilizada en cada caso.
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RESULTADOS

4.1 Biologia Molecular

Se amplific6 el DNA de los canales hKv1.1, rKv1.2, rKv1.3, hKvl.4, rKv1.5 y hKv1.6 (Fig.
29) Los cDNAs fueron adquiridos a través del Dr. Olaf Pongs, Director del Instituto de
Transduccién de Sefiales Neurolégica y Centro de Neurobiologia Molecular de Hamburgo,
Alemania. Las muestras se purificaron con minicolumnas de Qiagen y se determiné su

concentracién por UV a una A de 260 nm y se guardaron a -20° C (Tabla 7).

Fig. 29 Fotografias de los geles con el DNA de los canales Kvi: M, marcador; A, Kv1.1; B, Kvi.2; C, Kv1.3; D,
Kvi1.4; E, Kv1.5y F, Kv1.6
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Se transcribié el DNA de los canales hKv1.1, rKv1.2, rKv1.3, hKv1.4, rKv1.5 y hKv1.6 (Fig.
30) y se determind la concentracién de las muestras por UV a 260 nm, se distribuyeron en

alicuotas de 1 pL y se guardaron a -72°C (Tabla 7).

Fig. 30 Fotografias de los geles con el RNA de los canales Kvi: M, marcador; A, Kvi1.1; B, Kvi.2; C, Kv1.3; D,
Kvi1.4; E, Kv1.5y F, Kv1.6

Conc. DNA Conc. RNA
Canal | pL DNA pL RNA
pg/uL pg/uL

Kvl.1 300 0.5 30 1.73
Kv1.2 400 0.46 25 2.55
Kv1.3 400 0.125 20 3.03
Kvl4 400 0.575 23 0.37
Kv1l.5 100 1.76 30 1.62
Kvl.6 400 0.5 30 1.63

Tabla 7. DNA y RNA obtenido de cada uno de los canales Kvi.

4.2 Inyeccién del RNA en los ovocitos de la rana Xenopus laevis

En un inicio se inyectaron de 4 a 6 ng por ovocito para saber cémo respondian los ovocitos
al RNA inyectado. En particular, de los canales Kvl.1 no se observd expresiéon en los
ovocitos, ain después del 5° dia después de inyectar hasta 15 ng por ovocito. En contraste,

el canal Kv1.3 se expresé desde el primer dia inclusive inyectando sé6lo 0.3 ng de la muestra

(Tabla 8).
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Para poder expresar y estudiar el efecto del péptido srlla sobre el canal Kv1.1, se inyectd
de manera simultanea el RNA del canal Kv1.3 para favorecer la expresion de los
heterotetrameros. A pesar de que se logré su expresiéon funcional, los ovocitos no fueron

estables el tiempo suficiente para realizar las pruebas con el péptido.

Canal RNA/Ovocito Dia de Registro
No hub [ 1C
Kvl.1 4,10 0 15 ng O he SEPIEOR
al 5to. Dia
Kv1.2 5,402.5ng 2° o 3er. dia
Kv1.3 5,2.5,0.500.3ng ler. o 2° dia
Kv1.4 6 ng 2% 0 3er. dia
K+1.5 6 ng 2% o 3er. dia
Kv1.6 6 0 3 ng ler. 0 2° dia
0.5/0.5,0.4/040 )
K+v1.1/Kv1.3 2% 0 3er. dia
0.25/0.25 ng

Tabla 8. Inyeccion de RNA en los ovocitos de Xenopus laevis

4.3 Registros electrofisiolégicos

Se registraron ovocitos inyectados con el RNA de los canales Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.4,
Kv1.5 y Kv1.6. Por cada lote se registraron ovocitos sin inyectar los cuales se designaron
ovocitos control. En el caso de los lotes utilizados para estudiar el efecto de la toxina, los

ovocitos control presentaron siempre corrientes menores a 1nA (Fig. 31).
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Fig. 31 Registro caracteristico de un ovocito sin inyectar

Se realizaron 35 cirugias para hacer posible este trabajo de Tesis. Con base en los resultados

obtenidos, podemos decir que no fue el mejor periodo de trabajo, pues de 928 ovocitos en

los que se observod la expresion funcional de los canales Kv1, sélo se pudieron realizar 38

registros con los bloqueadores 4AP o TEA o con el péptido srlla (Tabla 9). Cabe sefialar

tres factores que influyeron en la eficiencia del ensayo:

e La cinética de bloqueo por la srlla es lenta: en los canales Kv1.4 se observaba el

efecto entre los primeros 10 minutos, con el Kv1.2 y con el Kv1.6 se observaba el

efecto entre los 15 y los 25 min después de agregar la toxina.

e La calidad de los ovocitos estd determinada por el lote de ovocitos y la temporada

estacional.

e La camara de perfusion en la que se realizaron los ensayos con la toxina es tan solo

de 30 pL de capacidad, lo cual requiere de destreza para poderla utilizar de manera

adecuada.
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No. Ranas

35

Ovocitos In}'ectados

1860

Ovocitos registrados

928

Experimentos con

TEA, 4AP o srlla

73

Exitos

38

Tabla 9. Experimentos con los Kvs.

4.3.1 Registros del canal Kv1.2

Se pudo observar que el canal Kv1.2 cuya ICso reportada para 4AP es de 590 uM [Gutman,

G. A,; et. al;; 2005], presenta una inhibicién del 45.5 + 2.3 % al agregar 4AP 600 uM con

una n= 3, semejante a la ICso reportada. E1 mismo canal presenta una inhibiciéon del 66.0 +

10.1 % con una n= 3 por el péptido srlla a una concentracién de 640 nM (Tabla 10). De

acuerdo al tratamiento estadistico la inhibicién se debe de manera significativa al efecto de

la 4AP y del péptido srlla, este ultimo con una ICso estimada por regresion lineal en 427

nM.
% inhibicion Kv 1.2 % inhibicion Kv 1.2
Owvocito

con 4AP [600 pM] con srlla [640 nM]

1 43.2 54.4

2 47.8 58.9

3 45.5 73.2

Promedio 45.5 66.0

DE 2.3 10.1

0.6 0.5

S 0.2 0.14

t 5.1 5.9

Tabla 10. Efecto del bloqueador 4AP y del péptido sri1a en el canal Kvi.2 expresado en ovocitos de Xenopus

laevis.
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El curso temporal (I(A)/t(ms)) (A) de la corriente control y de la corriente bloqueada por
4AP a 0 mV (se utiliza este voltaje para poder comparar con los datos reportados del efecto
de otras toxinas con los canales Kv1) y (B) la curva I/V bajo las mismas condiciones de -50

a 50 mV en un ovocito representativo se observan en la figura 32.

(A) ¢ (B)

w

(]

50 40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40 50
5 Potencial impuesto [mV]

ER

n

(=]

100 ms Control Kv1.2
— — — 10 min 4AP [ 600 pM]

Fig. 32 (A) Curso temporal de la corriente control del Kvi.2 y de la corriente bloqueada con 4AP a o mV. (B)
Curvas I/V de las corrientes control del Kvi.2 y bloqueada con 4AP.

Se obtuvieron los graficos equivalentes para el canal Kv1.2 en presencia del péptido srlla.
(A) Curso temporal de la corriente control del canal Kv1.2 y de la corriente bloqueada por

srlla con 640 nM a 0 mV y (B) la curva I/V bajo las mismas condiciones de -50 a 50 mV

(Fig. 33) en un ovocito representativo.

(A)
3
i
2 2]
S
g 14
e o e o e e e e e e e e e e e e e e e e
0
0mV By =50 40 -30 20 -10 0 10 20 30 40 50
5 Potencial impuesto [mV]
00 mV | b 100 ms Control Ev1.2
- — = — 15 min srlla [640 nM)]
\

Fig. 33 (A) Curso temporal de la corriente control del Kvi.2 y de la corriente bloqueada con el péptido sr11aa o
mV. (B) Curvas I/V de las corrientes control del Kvi.2 y bloqueada con el péptido sri1a.
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4.3.2 Registros del canal Kv1.3
En el caso de los canales Kv1.3 por los experimentos en los que se pudo agregar la toxina
parecen indicar que pueden afectar el “gating” del canal Kv1.3, aunque es necesario

realizar mas experimentos (Fig. 34).

~ ™

(A)

Corriente [ pAmp]

1 pAmp

-60 -50 -40 -30 -20 -10 0 10 20 30
0 mV Potencial impuesto [mV]

Control Kv1.3
= = = 5 minsrlla [640 nM]

\

Fig. 34 (A) Curso temporal de las corrientes para los canales Kvi1.3 antes y después de agregar el péptido sri1a a
o mV. (B) Curvas I/V de las corrientes control y bloqueada con el péptido srii1a. Experimentos realizados en un
mismo ovocito.

4.3.3 Registros de los canales Kv1.4 y Kv1.5

En el caso del canal Kv1.4 se observé una inhibiciéon del 49.9 + 3.8 % en presencia de 4AP
13 mM con una n= 3, lo que coincide con la ICsoreportada = 13 mM [Gutman, G. A,; et. al ;
2005]. El mismo canal, en presencia del péptido srlla en una concentracién 640 nM,
presenta una inhibicién del 51.4 + 6.2 % con una n=3 (Tabla 11). Por la prueba t pareada
para muestras dependientes que se aplicé a estos resultados, la inhibiciéon que se observa
con la 4AP y con el péptido srlla es generada con un nivel de significancia a < 0.05. Se

estimo por regresion lineal que el péptido srlla tiene una ICso = 605 nM.

El bloqueo del canal Kv1.4 por la conotoxina srlla es un hallazgo notable, ya
que hasta el momento no se ha reportado ninguna toxina (sin importar el

origen animal) que inhiba este canal.
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De los registros de las corrientes macroscépicas para el canal Kv1.4 (Fig. 35), se presentan
(A) el curso temporal de la corriente control y de la corriente bloqueada por 4AP a0 mV y

(B) la curva I/V bajo las mismas condiciones de -50 a 50 mV en un ovocito representativo.

S % inhibicién Kv 1.4 | % inhibicién Kv 1.4
con 4AP [13 mM] con srlla [640 nM]
: L 47.5
2 46.2 58.5
3 53.73 52
Promedio 49.9 514
DE 3.8 e
1.1 1.47
S 0.65 03
L 2.94 TE

Tabla 11. Efecto del bloqueador 4AP y del péptido sri1a en el canal Kvi.4 expresado en ovocitos de Xenopus
laevis.

~

-
5 4

Corriente [ Amp]

T
-50 -30 -10 o 10 30 50

0mV 51 Potencial impuesto [mV]
=2
00 mV = Control Evl.4
—_— — = =— 5 min 4AP [13 mM]
\ 100 ms

Fig. 35 (A) Curso temporal de la corriente control del Kvi.4 y de la corriente bloqueada con 4AP a 0 mV. (B)
Curvas I/V de las corrientes control del Kvi.4 y bloqueada con 4AP.

De la misma manera, se presentan los graficos para el canal Kv1.4 en presencia del péptido

srlla. (A) Curso temporal de la corriente control del canal Kvl.4 y de la corriente
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bloqueada por sr11la 640 nM a 0 mV y (B) la curva I/V bajo las mismas condiciones de -50 a

50 mV (Fig. 36) en un ovocito representativo.

~

(A)

Corriente [pAmp]

-60 -40 -20 0 20 40 60
0mV Potencial impuesto [mV]

(=9
E
<
-90 mV'| | : 50 ms
a

Comntrol Evl.4
— = = Sminsrlla [640 nM]

\

Fig. 36 (A) curso temporal de la corriente control del Kvi.4 y de la corriente bloqueada con el péptido sr11a a o
mV. (B) Curvas I/V para observar el efecto del péptido sri1a en el canal Kvi.4.

Del canal Kv1.5 no se pudieron realizar experimentos con el péptido srlla, pues no se

lograron registrar mas de 10 minutos.

4.3.4 Registros del canal Kv1.6

Al realizar los experimentos con el canal Kv1.6 (ICso reportada con el TEA es de 7 mM
[Gutman, G. A.; et. al.; 2005]) se observé una inhibicion de 66.4 + 12.4 % en presencia de
TEA 7.5 mM con una n= 3. El mismo canal, en presencia del péptido srlla en una
concentraciéon 640 nM, presenta una inhibicién del 58.03 + 5.5 % con una n= 3 (Tabla 12).
Los resultados estadisticos confirman que el efecto observado se debe de manera

significativa al TEA y al péptido srl1la. La ICso estimada por regresién lineal para el péptido

srla resultd ser 463 nM para este caso.
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Ovocito % inhibicion Kv 1.6 % inhibicion Kv 1.6
con TEA [7.5 mM] con srlla [640 nM]
1 47.2 56.5
2 56.7 80.7
3 57.1 72.1
Promedio 53.7 69.8
DE 5.6 12.2
d 0.6 1.76
5 0.2 0.55
t 4.9 5.4

Tabla 12. Efecto del bloqueador 4AP y del péptido sri1a en el canal Kv1.6 expresado en ovocitos de Xenopus
laevis.

Se obtuvieron para el canal Kv1.6 (A) el curso temporal de la corriente control y de la
corriente bloqueada por TEA a 0 mV y (B) la curva I/V bajo las mismas condiciones de -50

a 50 mV (Fig. 37) en un ovocito representativo.

i 2
(A) (B)
— 15
£
=
u
g 1
———
e
e ———— 8 o
0.5 L
— /
-
a o
e
0mV 5_ 0 T r T T x .
4 40 20 0 20 40 60
-90 mvl | 2 100 ms Control Ev1.6 Potencial impuesto [mV]
— = = 5 min TEA [7.5 mM]

Fig. 37 (A) Curso temporal de las corrientes para los canales Kv1.6 antes y después de agregar TEA a o mV. (B)
Curvas I/V de las corrientes control y bloqueada con TEA.

Se presentan los graficos para el canal Kv1.6 en presencia del péptido srlla. (A) Curso
temporal de la corriente control del canal Kv1.6 y de la corriente bloqueada con sr1la 640
nM a 0 mV y (B) la curva I/V bajo las mismas condiciones de -50 a 30 mV (Fig. 38) en un

ovocito representativo.
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Corriente [pAmp]

—
( 2
f ;
0 T T T T 1
o 2 -40 20 0 20 40
E Potencial impuesto [mV]
'g_ Control Ev1.6
-90mV| | - L100ms  — — — 10 min sr11a [640 nM]

Fig. 38 (A) Registro de las corrientes para los canales Kv1.6 antes y después de agregar el péptido sr11a a o mV.
(B) Curvas I/V de las corrientes control y bloqueada con el péptido sri1a.

Los resultados obtenidos con el péptido srlla se resumen en la tabla 13.

Canal | IC;, para el péptido srlla

EK+1.1 no se expresé el canal
E+1.2 427 nM

i, faltan experimentos para
EK+1.3

corroborar el efecto activador
KEvl.4 605 nM
.- los ovocitos vivieron poco
Kv1.5 f
tiempo en la camara

Kvl.6 463 nM

Tabla 13. Resultados obtenidos para el péptido sriia.

5. DISCUSION

Las toxinas de origen peptidico presentes en los venenos de los animales son un claro

ejemplo de las estrategias evolutivas en la biologia.
Actualmente, el estudio de las interacciones moleculares entre las toxinas y sus blancos en

las membranas celulares, concretamente: la unién toxina/transportador idnico y/o

67



toxina/canal iénico, es de gran relevancia en el desarrollo de herramientas farmacoldgicas

especificas [Gilquin, B.; et. al. 2005].

5.1 Efecto experimental de la srl11a en los canales Kv1
En la actualidad hay 6 conotoxinas de la superfamilia I2, de las cuales sélo de dos se ha

determinado su efecto sobre dos familias de canales de potasio que dependen del voltaje y
se abren con la despolarizaciéon de la membrana. La I-conotoxina de C. betulinus, BtX,
aumenta la actividad de los canales de potasio dependientes de voltaje y activados por
calcio (BK). Los canales BK se encuentran distribuidos en el sistema nervioso central y son
muy abundantes en el musculo esquelético [Wei, A. D.; et. al.; 2005]. Por otra parte la
conotoxina ViTx de C. virgo tiene un efecto bloqueador de los canales de potasio de
mamifero de la subfamilia Kv1l: Kvl.1 y Kv1.3. Los canales de potasio participan en la
repolarizacidn de la membrana plasmatica después de que se lleva a cabo un potencial de
accidn y se liberan los neurotransmisores al espacio sindptico [Al-Sabi, A.; et. al.; 2004].

En este trabajo demostramos por primera vez que la conotoxina srlla de C. spurius
bloquea tres canales de potasio de la subfamilia Kv1 de mamiferos: Kv1.2, Kv1.4 y Kv1.6.

A pesar de que inyectamos hasta 15 ng de RNA/ovocito de los canales Kv1.1, no se observo
expresion funcional del homotetramero. Al respecto, llama la atencién que con la ViTx de
C. virgo reporten el registro de corrientes Kv1.1 y su inhibicién por esta conotoxina en los
ovocitos de Xenopus laevis [Kauferstein, S. et. al.; 2003], pues se ha determinado que este
canal se encuentra de manera endégena como homotetramero de manera especifica en el
reticulo endoplasmico de células de fibroblasto de rifiéon de mono (COS-1), de rifidén de
embrién humano (HEK-293), células epiteliales de rifién canino (MDCK) y cultivos de
hipocampo de rata; mientras que como heterotetrimero o unido a subunidades 3 se ve en
la membrana celular de los tipos celulares mencionados anteriormente [Manganas, L. N. y

Trimmer, J. S.; 2000 y Leung, Y. M.; et. al.; 2007].
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Ademads, Thornhill ha estudiado la expresion del canal Kv1.1 nativo o con mutaciones de
residuos especificos en un sistema heterélogo (células de ovario de hamster chino, CHO,
que no tienen canales Kv1 ni subunidades Kv1 o Kvp32) confirmando que este canal no
llega a la membrana plasmadtica salvo como heteromultimero con otro Kv1 [Zhu, J.; et. al ;
2003 y Watanabe, L.; et. al.; 2004] debido a que los residuos Ser520 y Tyr532 (de acuerdo a
la numeracién en la Fig. 37) favorecen que este canal sea retenido en el reticulo
endopldsmico [Zhu, J.; 2005] por lo cual es dudoso que se reporte una expresién exitosa de
los canales Kv1.1.

Por otra parte, los canales Kv1.3 tienen una expresiéon funcional muy eficiente en los
ovocitos ya que fue posible registrar sus corrientes un dia después de inyectar su mRNA
con tan sélo 0.3 ng/ovocito. Con el Kv1.3 sélo fue posible hacer algunos ensayos con la
conotoxina srlla y no observamos una disminucién de la corriente, por el contrario, la
srlla tuvo un efecto activador (Fig. 32). Son necesarios mas ensayos para confirmar este
resultado.

Se ha reportado que los canales Kv1.1 y Kv1.3 se bloquean por la I-conotoxina ViTx. La
farmacologia de estos canales ha sido muy estudiada por toxinas de alacrdn (KTX) y
anémona (ShK). El canal Kv1.6 también se bloquea por toxinas de anémona (ShK) y de
alacran (HgTX) [Gutman, G. A.; et. al.; 2005].

Los canales Kv1.2, Kv1.3 y Kv1.6 al igual que todos los canales Kv se encuentran en los
linfocitos T, en el sistema nervioso central y en el corazén, en donde participan en la
regulacién del potencial de membrana y en los potenciales de accién cardiaco y nervioso.
[Gutman, G. A.; et. al.; 2005] También presentan otras funciones muy importantes, por
ejemplo se ha demostrado que los canales Kv1.3 transportan potasio en los tibulos renales
[Escobar, L. I; et. al.; 2004].

Un hecho notable es que hasta este trabajo, NO se conocen bloqueadores de origen
peptidico del canal Kv1.4 [Gutman, G. A; et. al.; 2005]. Esto es de gran importancia pues el

canal Kv1.4 se encuentra principalmente en el corazén y en el cerebro. El canal participa
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en la corriente transitoria lenta (Ito) del potencial cardiaco y junto con el Kv1.2, se localiza

exclusivamente en las membranas presindpticas en el SNC [Lee, J.; et. al.; 2008 y Liu, H.; et.
al.; 2006]. En las neuronas se ubica en los axones y terminales presinapticas en donde su
funcién principal es regular el potencial de accién y la liberacién de neurotransmisores,
por lo que al bloquear este canal, las neuronas serdn mas excitables y se provocaria una
mayor liberacidon de neurotransmisores [Lee, J.; et. al.; 2008 y Liu, H.; et. al.; 2006]. En el
corazén el Kv1.4 participa en la corriente Ito del potencial de acciéon cardiaco, por lo que el
péptido srlla constituye una herramienta farmacoldgica novedosa para estudiar el impacto
de la disminucidén de este componente transitorio [Judge, S. I. V.; et. al.; 1999 y Judge, S. L.
V.; et. al.; 2002].

Cabe senialar que hasta el momento ademads de las dos I-conotoxinas a las que se les han
realizado estudios farmacolégicos, existen dos conotoxinas que afectan este tipo de canales:
la «x-PVIIA (de C. purpurascens) [Savarin, P.; et. al.; 1998] y la «M-RIIIK (de C. radiatus)
[Verdier, L.; et. al.; 2005] que han afectado canales tipo Shaker de invertebrados o peces

pero no de mamiferos.

5.2 Interaccién toxina/canal iénico
En general se sabe que hay tres caracteristicas en la interaccién entre una toxina (sea esta
de alacran, vibora, anémona o caracol marino) y un canal de potasio activado por voltaje
Kv1 [Gilquin, B.; et. al. 2002]:
e A pesar de las estructuras diferentes de las toxinas, algunas pueden bloquear el paso
de los iones por el vestibulo externo del poro del mismo tipo de canal Kvl1.
e Las toxinas presentan una diada compuesta por un residuo de lisina (K con carga
positiva) y un residuo hidrofébico (Y o F) que son cruciales para que la toxina se

una a un canal Kv1.
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e Hay de 7 a 11 residuos “funcionales” en las toxinas para su interacciéon con los
canales Kvl [Gasparini, S.; et. al.; 2004] y puede haber un solo residuo que

determine su especificidad por uno de los canales Kv1 [Gilquin, B.; et. al. 2005].

5.2.1 Toxinas de anémona/Kv1

Gracias a estudios con mutantes tanto de los canales como de diversas toxinas y a través de
experimentos de “ciclos termodindmicos”, se ha encontrado que para dos toxinas de
anémona, la BgK y la ShK, son de gran importancia los residuos Ser-23, Lys-25 y Tyr-26
(de acuerdo a la secuencia de la BgK) en la interaccién con los canales Kv1 [Gilquin, B.; et.
al.; 2005 y Gilquin, B.; et. al.; 2002]. Se ha demostrado que el residuo Phe-6 en la BgK le
confiere especificidad sobre el Kv1.1, mientras que en la ShK la Arg-11 es la responsable de

la especificidad de esta toxina por el canal Kv1.3. (Fig. 39) [Gilquin, B.; et. al. 2005]

BgK VCRDWFKETACRHAKSLGNCRT SQKYRAN-CAKTCETLTC
ShK RSCIDTIPKSERECTAFQCEKHEHSMEKYRLSFCREKTCGTTC

Fig. 39 Secuencia de las toxinas de anémona BgK y ShK, sefialando en verde los residuos responsables de su
especificidad y en rojo aquellos importantes para bloquear el poro de los canales Kvi1 de acuerdo a lo reportado
en [Gilquin, B.; et. al. 2005].

5.2.2 Toxinas de alacran/Kv1

En el caso de las toxinas de alacran AgTX2, ChTX e IbTX, se ha corroborado la
importancia de la diada lisina-residuo hidrofébico (Lys-27 en la ChTX), pero ademads se ha
demostrado que el residuo Asn-30 en la ChTX y su equivalente en la AgTX2 les confieren
especificidad sobre los canales Kv1, mientras que la presencia del residuo Gly-30 en la
IbTX le confiere a ésta su especificidad por otra familia de canales, los canales de potasio
activados por calcio, BK (Fig. 40) [Gao, Y. y Garcia, M. L.; 2003 y Schroeder, N.; et. al.;
2002].

Sin embargo hay toxinas que bloquean a los canales Kv1 y no muestran esas caracteristicas,
por ejemplo para la toxina Pil que presenta la diada en sus residuos Lys-24 y Tyr-33, dos
toxinas analogas sin la diada (la andloga [A24, A33]-Pil en la cual se sustituye la diada por

residuos de alanina y la andloga Tyr-33 (P-Pil) en donde la tirosina de la diada es
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fosforilada) si bloquean a los canales de potasio activados por voltaje. En este caso, al
“romperse la regla de la diada” el bloqueo lo explican al plantear que los residuos bésicos de
Arg-5, Arg-12, Arg-28 y Lys-31 forman un anillo con carga positiva que por interacciones
electrostaticas reconoceria, y colocaria a la toxina sobre el canal Kv1.2 [Mouhat, S.; et. al.;
2004b]. En general para todas las toxinas y en particular para el caso de la toxina nativa
Pil, después de la unidn electrostatica se forman puentes de hidrégeno con por la Tyr-33

(uno de los residuos de la diada) y de la Ile-26. El otro residuo de la diada, Lys-24,
bloquearia el paso de los iones K* al estabilizarse de manera electrostatica por los 4 residuos

negativos de aspartato D379 contiguos a la secuencia GYG (filtro de selectividad) en el
canal Kv1.2 [Mouhat, S.; et. al.; 2004b].

A pesar de que en la toxina Tc32 la diada se pierde completamente segun la alineacién
propuesta con base en la secuencia de cisteinas (Tc32a en la Fig. 40), ésta presenta una alta
afinidad por los canales Kv1.3 [Batista, C. V. F.; et. al.; 2002]. Sin embargo, al alinearlas de
manera que la Lys-21 coincide con la Lys-27 de la ChTx si se observa diada Lys-residuo
hidrofébico. En este momento no se puede decir de manera contundente si la diada Lys-
residuo hidrofébico en esta toxina es funcional. Para ello se deben realizar analisis de
ciclos termodindmicos de dobles mutantes, en los cuales dos moléculas que interactian (A
y B) se mutan en un sitio especifico para generar las mutantes A* y B*. Finalmente se
determinan las energias libres de los enlaces en cada una de las combinaciones A-B, A*-B,
A-B* y A*-B* para determinar cudles son los enlaces que determinan la interaccion entre A

y B [Verdier, L.; et. al.; 2005].

i 1 15 27 35 1
ChTx Q FTNVSCTTITSKECWSVCQRLHENTSRGKCMNKEKCRCYS

IbrTx Q FTDVDCSVSKECWSVCKDLFGVDRGECMGKKCRCYQQ

AgTX2 VPINVSCTGSPQCIKPCKDAGMRFGKCMNREKCHCTPK

MTX VSCTGSKDCYAPCRKQTGCPNAKCINEKSCEKCYGC

Pil LVKCRGTSDCGRPCQQQTGCPNSKCINRMCEKCYGC
Te32a TG PQTTCQAAMCEAGCKGLGKSMESCQGEDTCKCEKA

ch32b TGPQTTCQAAMCEAGCKGLGHKSMESCQGDTCEKCEKA

Fig. 40 Secuencia de las toxinas de alacran ChTx, IbTX, AgTX2, MTX, Pi1, Tc32(a) y Tc32(b), sefialando en azul
los residuos responsables de su especificidad y en rojo aquellos importantes para bloquear los poros de los Kvi
de acuerdo a los trabajos mencionados en esta discusién.
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5.2.3 Conotoxinas/Kv1

Hasta el momento se han analizado estructuralmente sélo tres conotoxinas que actuan

sobre canales de potasio activados por voltaje (Fig. 41). Estas conotoxinas no presentan una

diada como la que se encuentra en las toxinas de alacran o anémona:

k-PVIIA pertenece a la superfamilia O y se identific6 en el veneno de C
purpurascens. Los estudios de modelaje tridimensional permiten concluir que la
Lys-7 es la responsable de bloquear el poro de los canales Shaker (Fig. 41) [Savarin,
P.; et. al.; 1998].

ViTx pertenece a la superfamilia I2 y se aislé del veneno de C. virgo. En este caso

también por estudios de modelaje tridimensional tedérico se concluy6 que los
residuos Arg-26 y Arg-32 (R26 y R32) son importantes para bloquear el paso de
iones potasio a través del poro de los canales Kv1.1 y Kv1.3 (Fig. 41) [Mondal, S.; et.
al.; 2005]. La toxina ViTx tiene poca afinidad por los canales Kv1.1 y Kv1.3 (IC50 de
1.59 y 2.09 uM, respectivamente; [Kauferstein, S. et. al.; 2003]), por lo que no se
descarta que tenga mayor actividad por otros canales Kv1 (s6lo probaron la toxina
sobre los canales Kv1.1, Kv1.2 y Kv1.3).

kM-RIIIK, pertenece a la superfamilia M y se obtuvo del veneno del caracol marino
C. radiatus. En este caso el residuo hidroxiprolina Hyp-15 es el responsable del
bloqueo del canal Shaker (marcado con la letra O en la secuencia de la kKM-RIIIK en
la Fig. 41) [Verdier, L.; et. al.; 2005]. Se reporta para esta toxina un anillo de carga
positiva como responsable de la interaccién con el canal de potasio 7:5hal, formado
por los residuos Arg-10, Lys-18 y Arg-19, ademas de que la participacién de la Leu-

1 también es importante para estabilizar su unién [Al-Sabi, A.; et. al.; 2004].
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g 18 30
srlla CR TEGHMS EC gagH Q OCCWRSCCOCRGECEAPC REFG P*
BtX CERE AgQGTYOC gHNDS OCCLNgCOWGEGEGHOCRHP*
¥iTx SECFPPGIYOTS YL PRERER ¢ T fESC STERNYOCHLETIGEK
E-P¥IIA COOR ITONOQECFOQHLDDCOS REC HREF HECYV
kM-BITITK LOSCESLHEHELRLEOY OACKENOLCCT*

Fig. 41 Secuencia de aminoacidos de conotoxinas cuyo blanco molecular son los canales de potasio Kv. En rojo

se sefialan los residuos que han sido relacionados con el bloqueo del poro de los canales Kv como se mencion6

en la discusion, en azul se sefialan los residuos cisteina y los residuos sombreados son aquellos que coinciden

con los residuos del péptido sri1a. O= hidroxi-prolina, g=gamma-carboxiglutamato y * indica que el carboxilo
terminal esta amidado.

5.2.4 Conotoxina sr1la/Kvl

Hasta el momento no se conoce el patrén de puentes disulfuro del péptido srlla por lo que
no se sabe si presente el motivo CSa/f o el ICK como ocurre con las toxinas de alacrdn y
arafia, lo que si se observa es que no presenta la diada (Lys-residuo hidrofébico, KY o KF)
de las toxinas de alacran y anémona responsable del bloqueo del poro de los canales de
potasio activados por voltaje Kv1. Sin embargo, llama la atencién que la sr1la no cuenta en
su estructura con residuos de lisina, pero si con 4 residuos de arginina (R) en su estructura
primaria y podrian ser los responsables de bloquear los canales Kv1, como se demostré para
la toxina ViTx con la que tiene un 31% de semejanza y para las toxinas kM-RIIIK y Pil que
también actiian sobre canales de potasio dependientes de voltaje (Fig. 42).

En la seccion 1.8 se comentd sobre los estudios que hasta el momento se han realizado
sobre toxinas de alacrdn, arafias, serpientes y caracoles en los que a pesar de no haber un
ancestro comun, en su proceso evolutivo coincidieron para producir toxinas con la diada
Lys-Residuo aromatico cuyo blanco molecular son los canales de potasio, ademds de que los
patrones de cisteina mas comunes son los que presentan los motivos CSo/p} e ICK. Con este
trabajo de tesis y tomando en cuenta los estudios con los péptidos: ViTx, kM-RIIIK y Pil es
probable que nos encontremos ante otra convergencia evolutiva en la que los residuos
bésicos en forma de anillo sean los que determinen el bloqueo de los canales de potasio

dependientes de voltaje Kv1.
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3 15 30
srlla CRTEGMSCggNQQCCWRSCCRGECEAPCRTEGP*
ViTx S RCFPPGIYCTSYLPCCWGICCSTCERNVCHLERIGK
kM-RIIIK LOSCCSLNLRLCOVOACKRNOCCT*
Pil LVKCRGTSDCGRPCQQQYTGCPNSKCINERMCEKCYGC*

Fig. 42 Secuencias de aminoacidos de las toxinas ViTx, kM-RIIIK y Pi1 sefialando en magenta los aminoacidos
propuestos para formar un anillo de cargas positivas de acuerdo a los trabajos mencionados en esta discusion.
En la secuencia de la conotoxina sri1a se resaltan en magenta sus 4 argininas. O= hidroxi-prolina, g=gamma-
carboxiglutamato y * indica que el carboxilo terminal esta amidado.

En la actualidad es importante el estudio que se ha desarrollado para identificar los
aminodcidos modificados postraduccionalmente, pues se ha demostrado que pueden ser
cruciales en la interaccién con los canales. Por ejemplo, en la conotoxina kM-RIIIK se ha
identificado a la hidroxiprolina (Hyp-15) como el residuo importante en la interaccién con
el canal Shaker. [Verdier, L.; et. al.; 2005]

De manera general, los aminoédcidos en la naturaleza presentan una configuracién L (L de
levégira pues al hacer pasar un haz de luz a través de un cristal de un aminoacido, se desvia
hacia la izquierda, mientas que cuando la luz se desvia hacia la derecha, la configuracién es
dextrdgira, D; [Voet, D. y Voet, ]J. G.; 1992]). Es de llamar la atencidén que las Ii-
conotoxinas tienen D-aminodcidos en su estructura primaria como una modificacién
postraduccional y son de gran importancia en la unién de la toxina a los canales. Como
ejemplo, se ha demostrado que la conotoxina 1-RXIA que contiene el residuo D-Phe44 de
manera nativa, al ser sintetizado con el residuo L-Phe44, su actividad excitotéxica
disminuye mas de 250 veces al probarse en una preparaciéon neuro-muscular de rana
[Buczek, O.; et. al.; 2005a y Buczek, O.; et. al.; 2007].

El péptido srlla tiene tres modificaciones postraduccionales: presenta su carboxilo
terminal amidado y dos gamma-carboxiglutamatos en las posiciones 9 y 10. Por otra parte,
es poco probable que los gamma-carboxiglutamatos, por su carga negativa, sean
importantes en la unién con el canal. Sin embargo, serd importante estudiar el efecto de la
conotoxina srlla sobre los canales Kvl sin los residuos con modificaciones

postraduccionales. Aun mads, la srlla es la tinica [-conotoxina con una secuencia diada: la
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R29F30. Seran necesarios estudios posteriores donde se pueda confirmar si esta diada es
funcional.
Es importante sefialar que la conotoxina ViTx es la inica que se ha demostrado que actta

sobre canales de potasio dependientes de voltaje Kvl y que no presenta modificaciones
postraduccionales en su secuencia. Ademads es la inica conotoxina de la superfamilia I2 que

al estudiarse de manera tedrica y por la semejanza que presenta con la con la J-J-ACTX-Hvlc
se propone que presente un patréon de puentes disulfuro en el cual se observa el motivo
ICK, ademas de un anillo de residuos basicos (Arg26, Arg32 y Lys35) (Fig. 43) [Mondal, S.;
et. al.; 2005].

Fig. 43 Modelo tridimensional propuesto para la toxina ViTx en el que se asume que los puentes disulfuro
presenten la misma conectividad que en la J-ACTX-Hvic (Tomado de [Mondal, S.; et. al.; 2005]).

De acuerdo a estas evidencias tanto tedricas como experimentales podemos sugerir para el
péptido srlla que las 4 argininas (R) presentes en su secuencia de aminodcidos se perfilan
como responsables de la afinidad de la toxina por los canales Kv1, quedando por confirmar
de qué manera las modificaciones postraduccionales afectan su comportamiento con los
canales Kv1.

Este trabajo es de gran relevancia pues por primera vez se demuestra que el canal Kv1.4 se

bloquea por una toxina de origen peptidico. Los estudios con toxinas de anémona y de
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alacran han sugerido que los canales Kv1.4 y Kv1.5 no se bloquean porque tienen un
residuo de lisina y arginina en sus poros en la posicién 532 y 847, respectivamente, en
lugar de un residuo hidrofébico de tirosina o valina como es el caso de los Kv1.1, Kv1.2 y
Kv1.6. Debido a que no se han encontrado toxinas que bloqueen el canal Kv1.4, se propuso
que este hecho podria deberse a que en la region del poro del canal, a tan sélo tres residuos
del filtro de selectividad de los canales de potasio (GYG), la lisina cargada positivamente
K532 del canal Kv1.4 seria el residuo que impide la unién de la toxina, ya que los canales
Kvlque si se bloquean por las toxinas tienen en la posicidén equivalente un residuo
hidrofébico de tirosina (Y en los canales Kv1.1 y Kv1.6), o valina (V en los canales Kv1.2 y
tipo Shaker de trucha 7Shal) y hasta un residuo de histidina (H en el canal Kv1.3) como se
ha planteado en el trabajo de Gilquin, B. [Gilquin, B.; et. al. 2005]. También es relevante la
posiciéon 508 como lo indica Verdier, L [Verdier, L.; et. al.; 2005], quien propone que los
residuos cargados en esa posicién (K en el canal Shaker (mosca) y E en el canal TShal
(trucha)) son los que le confieren a la toxina kM-RIIIK mayor afinidad por estos canales,
no asi por los canales Kvl de mamifero que presentan residuos neutros (Fig. 44). Es
importante recordar que el residuo de la posicién 532 también ha demostrado ser
importante para la retencion del canal en el reticulo endoplasmico [Zhu, J.; 2005], por lo

que es probable que estos aminodcidos tengan una doble funcién.

-~ ~
s0g 632

Kvl.1l EAEEAESHF|S I PDAFWWAVVYSM TT VGYGDMTYPVT
Kvl.2 EADEREZSQF|P I PDAFWWAVYSM TTVGYGDMY¥YPTT
Kvl.3 EADDPTS G F|5 I PDAFWWAYYTM TTVGYGDMHPYT
Kvl.4 EADEPTTH F|Q I PDAFWWAVVYTM TTVGYGDMEPTIT
Kvl.5 EADNQGTHF|S I PDAFWWAVYTM TTVGYGDMEPTIT
Kvl.6 EADDDDSTLF|P I PDAFWWAYVYTM TTVGYGDMTPMT
Shaker EAGSEWNSTEF F|K I PDAFWWAVVYTM TTVGYGDMTPYVG
TShal EADEPEZSQFI|E I PDAFWWAVYSM TTVGYGDMY¥YPTT

LY

Fig. 44 Secuencia de la region del poro de los canales Kv1.1-Kv1.6, Shaker y TSha1, tomando como base para la
numeracion la secuencia del Kvi.4. Los aminoacidos sombreados son aquellos que se repiten en todas las
secuencias. Se resaltan en un rectangulo los aminoacidos correspondientes a las posiciones 508 y 532 del

Kv1i.4.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Estos resultados confirman la importancia de la estructura primaria y el patrén de
cisteinas en la predicciéon del efecto de la conotoxina sobre los canales i6nicos de
potasio, pues hasta el momento, las dos I-conotoxinas de la superfamilia I> a las que se
han realizado estudios electrofisiolégicos han resultado tener efecto sobre canales de
potasio activados por voltaje Kv1.

La conotoxina srlla de C. spurius bloqued los canales de potasio dependientes de voltaje
rKv1.2, hKv1.4 y hKv1.6. De acuerdo a las ICso estimadas, (427 nM, 605 nM y 463 nM,
respectivamente) su afinidad es parecida pero mayor por el hKv1.6 > rKvl.2 > hKv1l.4.
Estas ICso son muy razonables, ya que la conotoxina k-PVIIA presenta una ICso de 50 a
200 nM dependiendo del estado abierto o cerrado del canal iénico [Terlau, H.; et. al;
1999], mientras que la conotoxina kM-RIIIK presenta una ICso = 76 + 10 nM por el
canal TShal de la trucha [Verdier, L.; et. al.; 2005].

Como una primera aproximacién para conocer la estructura tridimensional del péptido
srlla, el Dr. Marcelo Galvan de la Universidad Auténoma Metropolitana, ayudé a
modelar la conotoxina srlla por su homologia con el alergénico 1bbg de Ambrosia
trifida V, con el programa Modeller (Fig. 45). Se pueden observar en color verde las
cuatro argininas (R) de carga positiva junto con un triptéfano W (aminoécido no polar)
colocadas hacia el mismo lado, lo cual sugiere que forman un anillo de carga positiva

que se une al poro de los Kv1 como se planted en la discusion.
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Fig. 45 Modelo tridimensional del péptido sri1a. Se muestra sé6lo la region modelada de 29
aminoacidos.

Por ser la srlla la primera toxina que bloquea al canal Kv1.4, canal de potasio de gran

relevancia en la fisiologia cardiaca y neuronal, se plantean las perspectivas siguientes:

Sintetizar el péptido o purificar mas péptido nativo para determinar su patrén de

puentes disulfuro y para realizar curvas dosis respuesta que permitan determinar
en forma correcta la ICso y si el bloqueo depende del estado del canal (abierto y/o

cerrado).

Completar los experimentos con la familia de los canales Kvl y realizar
experimentos con otro tipo de canales de potasio (como el BK dependiente de
calcio) y de sodio para conocer la especificidad del péptido.

Continuar el estudio del posible efecto activador del péptido srlla sobre el canal
Kv1.3.

A partir del modelo de la conotoxina srlla y de la estructura de rayos X del canal
Kv1.2 [Long, S. B.; et. Al,; 2005], proponer los residuos que serian relevantes de

estudiar por ensayos de ciclos termodindmicos donde se mutan en forma
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simultdanea residuos del vestibulo del canal y de la toxina para determinar los

residuos involucrados en la unidn toxina/canal Kvl1.
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