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RESUMEN

El canal ibnico TASK-3 pertenece a una familia no muy estudiada de canales de
potasio con cuatro segmentos transmembranales y dos segmentos formadores del poro
(4TM/2P), el cual se encuentra ampliamente distribuido en diferentes tejidos,
principalmente en cerebro. Se ha encontrado a este canal sobreexpresado en algunas células
cancerigenas y en contraste, también esta involucrado con la muerte celular programada o
apoptosis. Hasta la fecha no se ha encontrado ningn bloqueador o activador especifico
para este tipo de canales. Este trabajo constituye la primera etapa de un proyecto para
investigar las interacciones entre un poro de canales de potasio asimétrico y neuropéptidos
del veneno de animales ponzorfiosos. Para tal se probd el efecto del veneno de alacran sobre
el canal TASK-3 de rata con el fin de encontrar ligandos especificos. Primero, se realiz6 la
clonacién del canal TASK-3 de rata por lo que se extrajo el ARN total del cerebro, a partir
del cual se logré obtener el ADN complementario, que fue amplificado utilizando la técnica
de PCR! empleando oligonucleétidos especificos. Posteriormente se cloné en el vector
TOPO TA. Una vez que se verificd la integridad de la secuencia, se llevd a cabo la reaccion
de transcripcion y el ARN obtenido se expreso heter6logamente en ovocitos de Xenopus
laevis. El canal se caracteriz6 empleando la tecnica de fijacion de voltaje con dos
electrodos (TEVC), usando diferentes medios fisioldgicos, variando la concentracion de
potasio, protones, bario y rojo de rutenio; se observo que estos tres ultimos son inhibidores
del canal. Al parecer TASK-3 tiene un ligero comportamiento denominado “lavado de
corriente”, ya que el valor de la corriente disminuyo lentamente con el transcurso del
tiempo. Finalmente, sobre la funcidn del canal TASK-3 expresado en ovocitos, se probé el
efecto de 22 fracciones del veneno de tres especies de alacranes (Centruroides limpidus
limpidus, Hadrurus gertschi, Opisthacanthus cayaporum). Estas fracciones no presentaron

ningun efecto bloqueador o activador sobre este canal.

! Mullis y Faloona., 1987.



SUMMARY

lonic channel TASK-3 belongs to the recent studied class of K* channels with 4
transmembrane domains and 2 pore domains (4TM/2P) which is widely distributed in
different tissues, mostly in brain. TASK-3 has been found over-expressed in some
carcinogenic cells; however it is also involved in programmed cellular death or apoptosis.
To date, it has not been found any blocking or specific activator for this channel. This work
constitutes the first stage of a project to find out the interactions between an asymmetric
pore and neuropeptids from the venoms of diverse poisonous animals. Thus, scorpion
venoms were tested on rat channel TASK-3 with the purpose of finding specific ligands.
Brain total RNA was extracted, subsequently was obtained the complementary DNA
(DNA.) that was amplified by the technique of PCR? using specific primers. Once the
sequence was completely verified the invitro transcription reaction was carried out and the
ARN was heterologously expressed in oocytes of Xenopus laevis. The channel current
characterization was made using the two electrode voltage clamp (TEVC) technique, in
physiological medium, at different concentration of potassium, proton, barium and
ruthenium red. The last three are channel inhibitors. It seems that TASK-3 has a slightly
“run down” behavior, since the current value decreased slowly with the course of the time.
Finally, 22 fractions were tested, but they did not present any blocker or activator effect on

this channel.

2 Mullis y Faloona, 1987.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 CANALES IONICOS

Los canales ionicos son proteinas integrales de membrana que permiten el flujo de
iones a través de ésta. Se encuentran presentes en todas las células de animales, plantas y
microorganismos. Estan involucrados en muchas funciones bioldgicas importantes como la
sefializacion en el sistema nervioso y muscular, procesos osmaticos, regulacion metabdlica,
secrecion de hormonas y neurotransmisores, traduccion sensorial, transporte transepitelial,
regulacion de la presion sanguinea, proliferacion celular, expresion de genes, tono vascular,
excitabilidad cardiaca, respuestas del sistema inmune, proceso de aprendizaje y memoria,
entre otras (Friederich, 2003; Herrera, 1996).

El flujo de las corrientes ionicas a través de membranas celulares esta determinado
por tres factores: el potencial de membrana, la composicion electrolitica de los fluidos extra
e intracelular y el tipo de canales ionicos presentes en las células. La diferencia en
composicion electrolitica entre estos fluidos determina la fuerza electroquimica impuesta a
un ién particular por el potencial de membrana. Los canales ionicos responden a cambios
en el potencial de membrana o en la concentracion de alguna molécula, y alteran su
configuracién tridimensional de un estado de no conduccion a un estado conformacional

que permite el paso de las corrientes idnicas (Friederich, 2003) (figura 1.1).

B C

Figura 1.1 Canal iénico. A) Estado abierto: conduccion de iones, B) Estado cerrado: no conduccion,
C) Estado inactivado: no conduccién’.

! Figura tomada y modificada de Hwww.uam.es/docencia_red/qo/I7/recon.htmIH
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Introduccion

Los canales forman poros acuosos estrechos bien definidos que para funcionar
adecuadamente deben convertirse en excelentes receptores moleculares: 1) para detectar
diferentes sefiales bioldgicas en el ambiente y responder rapidamente cambiando del estado
cerrado al abierto y viceversa; 2) en la adaptacion del estado abierto conductor para
discriminar entre diferentes iones inorganicos con el fin de conducir al idn correcto (Miller,
2000). Los canales ionicos controlan el flujo de los iones, manteniendo abiertos o cerrados
los conductos para los mismos, lo que presumiblemente realizan mediante cambios de
conformacién. Segun el tipo de factores que los activan, se distinguen tres clases de
canales:

1.- Mecanosensibles: se abren en respuesta a una accion mecanica aplicada a la membrana,
incrementando su volumen.

2.- Operados por receptor: son estructuras que permiten el paso de iones de un lado a otro
de la membrana, después de que un ligando (agonista) se ha unido a su receptor especifico
de membrana. El receptor puede formar parte de la estructura proteinica o ser una molécula
distinta al canal.

3.- Dependientes de voltaje, poseen un sensor de voltaje de modo que el canal se abre o se
cierra en respuesta a cambios en el potencial de membrana, caracteristico para cada canal.

Una de las propiedades de los canales ionicos de mayor relevancia fisiologica es su
selectividad, permitiendo que puedan pasar algunos iones y otros no. Los iones que han de
ser transportados tienen que deshacerse de la mayoria o de todas las moléculas de agua
asociadas para pasar, dependiendo fundamentalmente del didmetro del conducto y de la
naturaleza de los grupos quimicos que le configuran en la zona mas estrecha del canal, lo
que se conoce como filtro de selectividad, limitando su velocidad de paso (Alberts, 2002).

Los flujos de iones a través de canales a favor de los gradientes de potencial
electroquimico son muy rapidos (10° a 10’ iones/s) y eficientes (error ~ 0.1%) (Cooper y
Jan, 1999; Minor, 2001). Ademas, existen fendmenos de saturacion, competicion e
inhibicidn especifica (Herrera, 1996). Existen cuatro familias de canales agrupadas de

acuerdo a la selectividad idnica que presentan: Na*, K*, Ca* y CI".

12



Introduccion

1.2 CANALES SELECTIVOS A POTASIO

Los canales selectivos a potasio (K*) se encuentran tanto en células eucariotes como
procariotes. Su excepcional diversidad funcional los hace idealmente apropiados para
realizar una gran variedad de procesos bioldgicos virtualmente en todas las células vivas
(Rudy, 1998). En células excitables, los canales de K* establecen el potencial de reposo por
la permeabilidad a iones K*. Tienen la particularidad de abrirse rapidamente en un amplio
intervalo de potenciales de membrana (Lesage et al., 1996a); por lo que influyen en el
potencial de accion en una variedad de formas, jugando un papel fundamental en la
integracién neuronal, contraccion muscular y secrecion hormonal. En células no excitables,
su expresion parece estar correlacionada con estados especificos del desarrollo celular
(Barres et al., 1990; Lewis y Cahalan, 1995). Se pueden clasificar de acuerdo a la topologia
de segmentos transmembranales que presenta la subunidad o formadora del poro; por lo
que son agrupados dentro de cuatro principales clases de estructuras presentando 2, 4, 6 u 8
regiones transmembranales (TM) y 1 6 2 dominios conservados formadores del poro (P),
esenciales para permitir la selectividad al ién K* (Chapman et al., 2000; Kim et al., 2000).

Se han identificado canales de potasio con cuatro dominios transmembranales
(TM3-TMy) y dos dominios formadores del poro (P1, P,) (Figura 1.2) representando la
subunidad o, que al dimerizar forman el poro selectivo a iones K* (Chapman et al., 2000,
Rajan et al., 2000).

F1 Pl
00 :;3{; 1000000000
00, 5 K mnm

?_J

Figura 1.2 Organizacion topogréfica de una subunidad o de un canal de potasio 4TM/2P?,

? Figura tomada y modificada de Swartz, 2004.
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Introduccion

Los canales de K' 4TM/2P se encuentran distribuidos en varios tejidos y
generalmente entre ellos muestran menos del 30% de identidad en la secuencia de
aminoacidos (Kim et al., 2000). Estos han sido exitosamente expresados en sistemas
heter6logos, observandose un comportamiento de activacion rapida con corrientes
rectificadoras débiles selectivas a K", sensibles al voltaje de activacion y contribuyendo a
las corrientes basales ya que fijan el potencial de membrana cerca del potencial de
equilibrio del K* (Rajan et al., 2000). Hasta la fecha existen dieciséis miembros de esta
familia conocidos como KCNK (Holt et al., 2006). El primer miembro de la familia
caracterizado se conoce como TWIK-1 (KCNK1) por sus siglas en inglés (Tandem of P
domains in a Weak Inwark rectifying K* channel), y es un canal rectificador entrante débil
(Lesage et al., 1996a). Subsecuentes miembros de la familia se han clasificados en seis
grupos, I: TRAAK, TREK-1, TREK-2; II: TALK-1, TALK-2, TASK-2; Ill: KCNKZ7,
TWIK-1, TWIK-2; IV: TRESK-1, TRESK-2; V: THIK-1, THIK-2; VI: TASK-1, TASK-3,
TASK-5, los cuales se nombran relacionando a TWIK-1, basdndose en su secuencia
primaria, propiedades electrofisioldgicas y regulatorias (Holt et. al., 2006). Estos canales de
potasio muestran una compleja regulacion por estimulos fisicos y quimicos, incluyendo
tension membranal, sensibilidad al oxigeno (hipoxia), cambios en la osmolaridad (presion
osmotica), temperatura o en el pH extra o intracelular. Algunos de ellos pueden ser
modulados intracelularmente por segundos mensajeros y/o neurotransmisores, acidos

grasos libres y anestésicos (Patel y Honore, 2001a; Talley et al., 2003).

1. 3 CANAL DE POTASIO TASK-3

De la familia de canales de potasio 4TM/2P tres especies han sido clasificadas como
acido sensibles, pues exhiben alta sensibilidad a la concentracion de protones cerca del
intervalo fisioldgico: TASK-1, TASK-3 y TASK-5 (por TWIK-related Acid-Sensitive K*
channel) (Duprat et. al., 1997; Kim et al., 2000; Rajan et al., 2000, Kim y Gnatenco, 2001).

El canal de K" TASK-3 de rata es un polipéptido de 1185 pares de bases que

codifican para 395 aminoéacidos (aa) (Figura 1.3). El canal presenta 54% de identidad con

14



Introduccion

el canal TASK-1 y 51% con TASK-5, pero menos del 30% con otros canales de K*
ATM/2P (Kim et al., 2000).
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Figura 1.3. Secuencia de nucleétidos y amino &cidos del canal TASK-3 (KCNKJ9) de rata.
Cuatro segmentos transmembranales (subrayados) y dos dominios formadores del poro (letras azules).®
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Este canal se expresa en varios organos: rifion, higado, pulmoén, colon, estdmago,

bazo, testiculo, musculo esquelético y en el sistema nervioso central (Kim et al., 2000;
Chapman et al., 2000; Kim y Gnatenco, 2001, Talley et al., 2001). TASK-3 es un canal

basal selectivo a iones K, rectificador saliente, y es activo en el intervalo fisioldgico de

® Figura tomada y modificada de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed, NCBI: NM_053405.
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potenciales de membrana, contribuyendo a fijar el potencial de reposo en la membrana de
las células que lo expresan de manera nativa o heter6logamente (Rajan et al., 2000;
Chapman et al., 2000).

Debido a la gran identidad que existe entre TASK-1y TASK-3, estos canales tienen
caracteristicas y comportamientos similares. Por observaciones hechas en células del
granulo cerebral y células neurosecretoras magnocelulares del nicleo supraodptico, se cree
que al coexpresar ambos canales en la misma célula estos forman heterdmeros como
consecuencia de poseer el mismo nivel de expresion (Czirjak y Enyedi, 2002a; Han et al.,
2002; Han et al., 2003; Kang et al., 2003). Por lo tanto, la excitabilidad celular a
neurotransmisores podria depender de la modulacion de los niveles de expresion de cada
canal (Watkins y Mathie, 1996; Han et al., 2002, Berg et al., 2004).

Una propiedad funcional interesante de TASK-3 es su sensibilidad a los cambios en
el pH externo (pHe) (Duprat et. al., 1997; Kim et al., 2000; Rajan et al., 2000; Meadows y
Randall, 2001). Esto sugiere que puede regular la excitabilidad de neuronas durante el
incremento de la actividad cuando el espacio extracelular llega a ser mas &cido. Se ha
reportado (Palmer et al., 2003) que durante la exocitosis existe una acidificacion de al
menos 0.6 unidades en el valor del pH, lo que sugiere que los canales TASK podrian estar
presentes en el nervio terminal, detectando estos cambios en el pHe y alterando la eficiencia
pre-sinaptica, asi como respuestas post-sinapticas.

Los canales TASK-3 son blancos de neurotransmisores que se unen a receptores de
proteinas G del subtipo ag/l1l (Gg/1l). En ciertas neuronas TASK-3 se inhibe por
neurotransmisores y hormonas peptidicas como serotonina, norepinefrina, hormona
liberadora de tirotropina y angiotensina Il por activacion de receptores acoplados a Gg/11
(Karschin et al., 2001; Czirjak,y Enyedi, 2002c; Talley y Bayliss, 2002, Chen et al., 2006).
Los canales TASK-3 también se bloguean por Ba** (57%, 3mM), Zn** (70%, 100uM), rojo
de rutenio (oxicloro de rutenio amoniacal) (70%, 10uM); bupicaina (50%, 100uM),
lidocaina (62%, 1mM), didocaina (62%, 1mM); quinina (40%, 100uM), quinidina (37%,
100uM), y por alfaxolono (49%, 100uM) (Kim et al., 2000; Meadows y Randall, 2001;
Patel y Honoré, 2001b). Es importante mencionar que el rojo de rutenio no causa ningun
efecto sobre las corrientes de TASK-1 o del heteromero TASK-1/3, haciendo de este

blogueador una herramienta atil para diferenciar al TASK-3 de TASK-1. Sin embargo,

16



Introduccion

todos ellos son bloqueadores inespecificos de TASK-3, ya que inhiben a otros canales,
siendo inadecuados para el estudio de este canal en sistemas vivos (Czirjak,y Enyedi,
2002b y c; Kim, 2005).

El Unico activador de TASK-3 es el anestésico halotano (65%, 1mM) (Patel et al.,
1999). Por otra parte, los canales TASK-3 interaccionan con la proteina 14-3-3, expresada
abundantemente y relacionada con varios procesos celulares como la division celular,
apoptosis, traduccion de sefiales, sintesis y liberacion de neurotransmisores, funciéon de
canales idnicos, expresion de genes, entre otros (Rajan et al., 2002). La proteina 14-3-3
reconoce a la secuencia RRKSV situada del lado carboxilo terminal de TASK-3,
promoviendo su trafico a la membrana plasmatica y regulando su grado de expresion
durante el crecimiento celular. Asi mismo, regula la excitabilidad de la célula y cambia el
restablecimiento en la conductancia del K* cuando es necesario (O Kelly et al., 2002).

La apoptosis, 0 muerte celular programada, esta asociada con un flujo excesivo de
iones al exterior y una reduccion en la concentracion intracelular de K* en algunos tipos de
células (Borther et al., 1997; Yu, 2003). En neuronas del granulo cerebral, que sufren de
apoptosis durante la fase del desarrollo temprano, se encontré que los canales de TASK-3
son criticos para la muerte celular. Blogueando su actividad por disminucion en el pH. o
por medio de la transfeccién con una mutante no funcional, se observa una disminucion de
la apoptosis en ese tipo de células (Lauritzen et al., 2003). Ademas la sobreexpresion de
TASK-3 en neuronas del hipocampo induce a la muerte celular, proporcionando evidencias
de que el flujo de iones de K™ al exterior se lleva a cabo por medio de canales TASK (Patel
y Lazdunski, 2004). Interesantemente, TASK-3 es sobreexpresado en cancer de mama,
pulmon, colon y préstata (Mu et al., 2003; Pei et al., 2003; Patel y Lazdunski, 2004, Kim,
et al., 2004). Se encontrd que la sobreexpresion de TASK-3 en lineas celulares promueve la
formacion de tumores y confiere resistencia a hipoxia y privacion de suero (Mu et. al.,
2003). La mutante no funcional elimina la actividad del canal TASK-3 cuando son
expresados juntos, inhibiendo ademas su propiedad oncogénica. Incrementando el
restablecimiento en la conductancia de K* en puntos criticos durante el crecimiento celular,
el canal TASK-3 puede ser oncogénico o podria potenciar las actividades de otras
sustancias oncogénicas. Inhibidores de TASK-3 pueden prevenir la asociacion de TASK-3

como potencial oncogen en estos tejidos (Kim, 2005).
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1. 4 TOXINAS DE ALACRAN

Diversas especies de animales venenosos, como anémonas de mar, gusanos,
alacranes, serpientes, caracoles marinos (conus), entre otros, estan distribuidos en todo el
mundo y su veneno es empleado como un mecanismo de defensa y/o estrategia para
capturar su presa. Los alacranes son animales esencialmente nocturnos que viven en
regiones tropicales y subtropicales y su distribucion geografica mundial es extensa. Existen
cerca de 1500 especies diferentes y solamente en México hay siete familias de alacranes
con 23 géneros y 221 especies y subespecies, siendo el mas peligroso el genero
Centruroides (Dehesa-Davila y Possani, 1994) y del que se conocen seis especies
consideradas peligrosas para el hombre. El veneno de alacran es un liquido blanquecino
lechoso formado por diferentes tipos de moléculas: proteinas (enzimas), aminoacidos,
nucleotidos, &cidos grasos, lipidos, serotonina, sales y ademas contiene una variedad de
péptidos tdxicos para el hombre (neuropéptidos) (Possani, 1984; Zlotkin et al., 1978).

Estudios previos acerca del mecanismo de accion de las toxinas presentes en el
veneno de alacran, han mostrado que actlan sobre canales i6nicos produciendo
modificaciones en el potencial de accion o induciendo cambios en la permeabilidad de los
canales ionicos, modificando el flujo de iones a través estos (Possani, et al., 1999a). Las
toxinas de alacran han evolucionado a lo largo del tiempo presentando diferentes motivos
estructurales, con el fin de adaptarse a diferentes estrategias de modulacion de los canales
ionicos (bloqueo o activacién); sin embargo, presentan convergencias moleculares y
funcionales. Como consecuencia se ha evidenciado que los blancos de esta toxinas pueden
tener origenes evolutivos comunes (Mouhat et al., 2004a; Jouirou et al., 2004a), por los que
su estructura primaria es muy parecida y su estructura tridimensional presenta motivos
conservados (Zerrouk et al., 1993); pero el mecanismo de accion molecular en términos de
afinidad y especificidad varia considerablemente (Vazquez et al., 1990).

Las toxinas de los alacranes que actlan sobre los canales idnicos de K, se
caracterizan porque son péptidos globulares de bajo peso molecular (3-8kDa) generalmente
de una sola cadena de 23-70 aa, basica y muy estable (Figura 1.4), presentes generalmente
en cantidades minimas. Se han clasificado de acuerdo a su estructura dentro de ocho

categorias, estas estructuras contienen entre dos y cuatro estructuras secundarias bien
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definidas, en un intervalo de combinaciones de hojas-f, hélices-a 0 una mezcla de ambas
estructuras, existiendo algunas varientes en la misma combinacion (Mouhat et al., 2004a;
Jouirou et al., 2004a). Se encuentran unidas por puentes disulfuros (2-4) en relacién a la
longitud de su cadena, siendo estructuralmente una molécula compacta donde todos los
residuos estan expuestos al disolvente, excepto los de cisteinas que se encuentra dentro del
péptido (Garcia et al.,1998; Rodriguez y Possani, 2004). Esta estructura le confiere cierta
rigidez, estabilidad en su estructura secundaria, asi como resistencia relativa a la
desnaturalizacion (calor, &cido/base, detergentes, etc.). Las toxinas son suficientemente

estables para resistir la degradacion por proteasas presentes en el veneno.

Figura 1.4. Estructura terciaria de una toxina de alacran para un canal de K* (caribdotoxina)®.
Se muestra la hélice-a, las hojas-B, los puentes disulfuros vy la estructura de la cadena. Las extremidades
terminales se encuentran indicadas como Ny C.

Poco mas de 25 afios han transcurrido desde que la primera toxina del veneno de
alacran (Noxiustoxin) fue aislada de Centruroides noxiux (Possani et al., 1982) y mostré un
efecto en la permeabilidad al potasio en el axon del calamar gigante (Carbone et al., 1982);
aunque la méas ampliamente estudiada es la Charybdotoxina (ChTx) descrita en 1985
(Miller et al., 1985). Inicialmente se pensé que la ChTx era la Unica en su género,
provocando un significante incremento de investigacion en esa area, ya que el péptido
mostro ser un excelente modelo para el estudio de la funcién y correlacién con la estructura
de los canales de K. El nimero de toxinas ha aumentado de tal manera que se hizo
necesaria su clasificacion (Miller, 1995). Se les han llamado KTx toxinas y se han agrupado

en 3 familias (a-, B- y y-toxinas de alacrén) (Tytgat et al., 1999) de acuerdo a su

* Figura tomada de Mouhat et al., 2004a.
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alineamiento de secuencia primaria. Todos estos péptidos inhiben la actividad de los
canales por union a residuos en el vestibulo externo del canal y fisicamente bloquean el
poro, exhibiendo una significante homologia en su secuencia primaria de aminoécidos.
Algunos de ellos se unen en una region del canal que so6lo esta disponible cuando esta se
abre (Jouirou et al., 2004a; Lewis y Garcia, 2003).

Estos péptidos inhibidores de canales de K' han sido de gran utilidad para
determinar la arquitectura molecular de estos canales, purificar los canales de su tejido
nativo, determinar la composicion de sus subunidades y determinar su papel fisiol6gico
dentro de los tejidos sobre los cuales actian (Garcia et al., 1998). Ademas son valiosas
herramientas para evaluar tanto diferencias estructurales (Krezel, et al., 1995; Stampe et al.,
1994; Thompson y Begenisich, 2000; Myerss y Stampe, 2000) como mecanismos de accién
entre los distintos tipos de canales (Rauer et al., 2000; Giangiacomo et al., 2000). Mediante
el uso de toxinas de alacrén se ha logrado establecer de manera aproximada la topologia y
las dimensiones del poro de los canales de potasio. Estas toxinas son usadas extensamente
como invaluables herramientas bioquimicas y farmacoldgicas, que al ser selectivas y tener
alta afinidad contribuyen al entendimiento de funciones fisioldgicas y pato-fisioldgicas, asi
como a la identificacion de canales de potasio como blancos terapéuticos para
enfermedades. Representan una alternativa interesante para el desarrollo de nuevas drogas,
algunas de ellas relacionadas con los tratamientos anticancerigenos. Son faciles de
caracterizar, de producir en forma sintética, proveen varias vias de interesantes
investigaciones en términos de ingenieria molecular; ademéas pueden ser muy distintas por
la gran variedad estructural y funcional que presentan los canales idnicos de potasio
(Jouirou et al., 2004a; Mouhat et al., 2004a).

1.5 OVOCITOS DE XENOPUS LAEVIS

En 1971, se demostrd que los ovocitos de Xenopus laevis, (la rana con garras) del
sur de Africa, eran capaces de sintetizar hemoglobina después de la inyeccion del ARN,, de
la proteina correspondiente (Gurdon et al., 1971), desde entonces, los sistemas de expresion

heter6loga en ovocitos de X. laevis han permitido el estudio molecular y la caracterizacion
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funcional de muchos canales i0nicos y receptores de neurotransmisores existentes. Ademas
de su habilidad para traducir eficientemente ARN, exdgenos en proteinas, los ovocitos X.
laevis proporcionan ciertas ventajas: son faciles de manejar ya que su diametro es de 1.1-
1.3mm, son muy resistentes y cuentan con la maquinaria necesaria para la sintesis de
proteinas; expresan un pequefio numero de sistemas de transporte enddgeno, lo que hace
que el ruido de fondo de las proteinas con respecto a la proteina expresada de forma
heter6loga sea pequefio.

De acuerdo a su tamario, los ovocitos tienen seis diferentes estados de desarrollo (I-
V1), los de las etapas V y VI varian muy poco en apariencia y tamafio, sélo difieren en su
estado metabolico, por lo que son utilizados para ensayos electrofisiolégicos. Estos deben
ser tratados previamente con colagenasa para remover la membrana folicular y mantenerlos

en medios con gentamicina a 15°C para prevenir contaminacién (Figura 1.5).

A B

Figura 1.5 Rana y ovocitos de la especie Xenopus laevis. (A) Se presenta un ejemplar de la rana
africana Xenopus laevis. (B) Se muestran ovocitos de los estadios V-VI, que son los que se utilizan para los
ensayos electrofisioldgicos®.

El ARN, se sintetiza a partir de un plasmido que contiene el promotor fuerte de un
bacteriéfago, como SP6 6 T7 y un ADN. que codifica para una proteina. Para una eficiente
traduccion de proteinas se debe inyectar de 1-5ng de ARNp, cantidad suficiente para
obtener una elevada expresion. Bajo condiciones adecuadas, los ovocitos pueden ser
almacenados hasta por 10 dias después de la inyeccion (Wagner et al., 2000).

® Figura tomada de www.mpibp-frankfurt. mpg.de/schwarz/xenopus.gif.
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1.6 FIJACION DE VOLTAJE POR DOS ELECTRODOS (TEVC)

La técnica de fijacidn de voltaje con dos electrodos (TEVC) por sus siglas en inglés
(Two Electrode Voltage Clamp), es la herramienta electrofisiolégica més ampliamente
usada para medir, en toda la célula, las corrientes de los canales idnicos expresados en
ovocitos de X. laevis permitiendo el control del potencial de membrana (Stihmer and
Parekn, 1995).

La membrana de los ovocitos es penetrada por dos microelectrodos, uno que detecta
el voltaje y el otro que inyecta la corriente. El potencial de membrana es medido por el
electrodo que detecta el voltaje que se encuentra conectado a un amplificador donde la
sefial es comparada con un voltaje control dado por un generador. La diferencia de
potencial altamente amplificada de estas sefiales es aplicada como una corriente a través del
electrodo que inyecta corriente, a través de la membrana y a un electrodo de referencia que
se encuentra en el bafio conectado a tierra (Figura 1.6). Asi, la corriente inyectada es
monitoreada para proveer una medida de la corriente total de la membrana. Todos los iones
electrogénicos o sustancias que fluyen a través de la membrana son medidos como una
desviacion de la corriente base (Baumgartner et al., 1999; Wagner et al., 2000).

Los microelectrodos se preparan empleando capilares de vidrio, pulidos con calor
para evitar dafar la capa de AgCl del electrodo de Ag/AgCl, cuando se inserta dentro del
capilar, y posteriormente se estiran. Ambos electrodos se llenan con una solucion de KCI
(3M) y se conectan al amplificador. La resistencia de los electrodos varia entre 0.3 y
2MQ), para tener una punta de tamafio adecuado (Stihmer, 1992, 1998; Miiller, 1992). Los
microelectrodos se insertan dentro del ovocito con la ayuda de un microscopio
estereoscopico y micromanipuladores. La penetracion y manipulacion se monitorea en el
modo de fijacion de corriente (donde ambos electrodos registran el potencial de membrana)
por la rapida desviacion del potencial eléctrico, el cual esta usualmente entre -35 a -45mV
dependiendo de la proteina expresada. Solo después de la penetracion de los dos electrodos

el amplificador se cambia al modo de fijacidn de voltaje (Stihmer, 1998).
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Figura 1.6 Diagrama de la técnica fijacién de voltaje por dos electrodos (TEVC). | es el

electrodo que inyecta la corriente necesaria para fijar el potencial del ovocito al potencial de membrana
deseado el cual es medido por el electrodo de voltaje E". A es el amplificador que mide la corriente, el
potencial e inyecta la corriente®.

El sistema se monta sobre una tabla neumatica anti-vibracional que reduce las
oscilaciones que dafian la membrana alrededor del sitio de implementacion de los
electrodos (Wagner et al., 2000). Se emplea una caja de Faraday para eliminar cualquier
efecto de los campos electromagnéticos en el ambiente.

Las corrientes se miden con un amplificador (Axon, Dagan, Heka) y se registran
con un convertidor analégico digital (ADInstruments, Digidata, 1TC16, Labmaster)
conectado a una computadora para almacenar los datos y se analizan posteriormente usando
el software adecuado. Las corrientes de los canales idnicos se producen activando a los
canales con pulsos a diferentes valores de potencial a un tiempo determinado, a partir de un

potencial de mantenimiento.

® Figura modificada de Wagner et al., 2000.
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2. ANTECEDENTES

En 1995, se identificO la existencia de una nueva familia de canales de
potasio con dos dominios de poro (2P) en la levadura Saccharomyces cereviasae (Ketchum
et al., 1995). Al siguiente afio, Wei y colaboradores (Wei et al., 1996), durante el estudio
del genoma de Caenorhabditis elegans, confirmaron la presencia de ocho familias de
canales de potasio; una de ellas formada por canales 2P en la misma cadena polipeptidica,
confirmando los hallazgos previamente descritos. Ese mismo afio, Lesage y colaboradores
(Lesage et al., 1996a) clonaron un canal de potasio humano de cuatro segmentos
transmembranales y dos poros (4TM/2P) al que se le llam6 TWIK-1 (Tandem 2P domain,
Weak Inward rectifier K Channel), ampliamente distribuido en diferentes tejidos y
abundante en corazon y cerebro. Se demostro que estos canales son dimeros (Lesage et al.,
1996b), en contraste con los otros canales de potasio cuya cadena polipeptidica contiene un
solo poro, los cuales forman tetrdmeros. Duprat y colaboradores (Duprat et al., 1997)
clonaron un canal similar a TWIK-1 pero dependiente del pH extracelular al que se le llamo
TASK (TWIK related Acid Sensitive K™ Channel). Posteriormente de cerebelo de rata se
clond un canal con 54% de identidad con TASK-1 al que se le Ilamé TASK-3 (Kim et al.,
2000). TASK-3 es un canal basal selectivo a iones K, rectificador saliente, el cual
contribuye a fijar el potencial de reposo en la membrana de todas las células que lo
expresan (Rajan et al., 2000; Chapman et al., 2000). Interesantemente, se ha encontrado
sobreexpresado de manera importante en células cancerigenas de mama, pulmén, colon y
prostata (Mu et al., 2003), sugiriendo que TASK-3 juega un papel importante en
patogénesis de algunos carcinomas humanos, como un poderoso oncogeno. Suprimiendo la
actividad de este canal mediante la mutacion puntual G95E (region del poro) se anulaban
sus funciones oncogeénicas (Pei et al., 2003), como el crecimiento tumoral y la funcion
promotora del tumor. También es importante mencionar que este canal podria estar
relacionado con la muerte celular programada (apoptosis), por observaciones hechas en
neuronas del granulo cerebral que inhibiendo las corrientes de TASK-3 por acidificacion
extracelular o adicién de rojo de rutenio se prevenia la apoptosis (Lauritzen et al., 2003;

Patel y Lazdunski, 2004). Sin embargo, no existen compuestos que selectivamente inhiban

24



Antecedentes

a TASK-3 sin bloguear a otros canales ionicos y a sus propiedades oncogénicas. El
desarrollo de drogas que selectivamente afecten a este canal, serian de gran valor para
entender su funcion y podrian ser potencialmente Utiles como agentes terapéuticos para
detener la progresién del cancer y la muerte celular en ciertos tejidos.

Por otra parte, se conocen alrededor de un centenar de blogueadores de canales de
potasio de un poro (1P), provenientes de veneno de alacran; sin embargo, no existe ligando
que bloguee alguno de los canales de potasio 2P y, por lo tanto, de TASK-3. Se cree que
cada especie de alacran podria contener una bateria propia de toxinas para bloquear
diferentes tipos de canales, aunque esto no quiere decir que pueda bloguear a cada uno de
los canales existentes. Si esto es asi, entonces los canales recientemente clonados formados
por dos poros continuos, objeto de este trabajo, también podrian ser el blanco de uno o
varios componentes de tales baterias de neurotoxinas Esta situacion nos ofrece un campo
virgen para: (i) encontrar nuevas familias de péptidos que modulen a este tipo de canales;
(ii) cooperar en la elucidacion de la estructura del nuevo poro “asimétrico” y finalmente
(iii) realizar un estudio sistematico que permita caracterizar posibles ligandos naturales

provenientes del veneno de alacran para moléculas consideradas oncogénicas.
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2.1. JUSTIFICACION

Dada la importancia que tiene el canal de potasio TASK-3 para la fisiologia celular,
el estudio de diferentes venenos en la busqueda de farmacos y potentes inhibidores
especificos para este tipo de canales es una tarea de gran relevancia. En este trabajo se
estudio el efecto del veneno de dos alacranes que habitan en la Replblica Mexicana
(Centruroides limpidus limpidus, Hadrurus gertschi) y uno en Brasil (Opisthacanthus
cayaporum) con el objeto de encontrar péptidos que modifiquen la actividad del canal de
potasio TASK-3.
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2.2. OBJETIVOS

2.2.1 OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el veneno de diferentes especies de alacranes para encontrar péptidos con
actividad hacia el canal TASK-3.

2.2.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

Clonar el canal TASK-3 de rata.

e Implementar el sistema de expresion heteréloga en ovocitos de Xenopus laevis,
del canal TASK-3 de rata.

e Montar el sistema de registro usando la técnica de fijacion de voltaje con dos

electrodos.

e Probar en el canal TASK-3 de rata, el efecto de fracciones totales y parciales de
dos especies de alacranes que habitan en la Republica Mexicana y uno en Brasil.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 CLONACION DE TASK-3 DE RATA

3.1.1 EXTRACCION DE ARN TOTAL (ARNq)

Los reactivos, material y agua usada en la obtenciéon y manejo de ARN se trataron
de acuerdo a los protocolos basicos para trabajar en condiciones libres de ARNasas
reportados en Sambrook et al., (1989). La composicion de todas las disoluciones utilizadas
en este proyecto se presentan en el apéndice.

Para la obtencion del ARN total (ARNt) de cerebro de rata se utilizd el reactivo
Trizol (Invitrogen, Cat. No. 15596-026), que contiene fenol e isotiocianato de guanidinio,
este ultimo es un agente desnaturalizante muy eficaz que permite la separacion del ARN a
partir de tejidos con alto contenido de ribonucleasas endogenas. EI ARN se puede extraer
de una disolucidn acuosa de isotiocianato de guanidinio 4M a pH = 4, (en presencia de una
mezcla orgéanica de fenol/cloroformo). Bajo estas condiciones acidas, la mayoria de las
proteinas y de los fragmentos pequenios de ADN (50-10kb) permanecen en la fase orgénica,
mientras que el ADN de peso molecular elevado y algunos residuos de proteinas se
encontrardn en la interfase. Posteriormente, el ARN se purifica mediante precipitacion con
1sopropanol, se lava el precipitado con alcohol y finalmente se redisuelve el ARN en agua.

Se utilizaron ratas machos de la cepa Winstar, de 240 a 250g y de aproximadamente
3 meses, adquiridas en el Bioterio de la Facultad de Quimica, UNAM. Las ratas fueron
anestesiadas con 0.2mL de barbital (Img/mL) (Sigma Aldrich) y posteriormente
decapitadas con una guillotina. Se extrajo el cerebro y se lavo con medio salino de fosfato
Dubelco y rapidamente se homogeneizd (Biospec Products, Inc., Mod 985-370) durante
Imin a temperatura ambiente (22-24°C) en presencia de Trizol, ImL por cada 100mg de
tejido.

El homogeneizado se incubd a temperatura ambiente por Smin, se adiciond
cloroformo (J.T. Baker, R.A.), 0.2mL por cada mL de Trizol; con un vortex (Fisher
Scientific, Genie 2) se agitd vigorosamente por 15s, se incubd nuevamente a temperatura

ambiente por 3min y se centrifugd (Beckman, Avanti 30 compact centrifuge) a 12 880Xg
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durante 15min a 4°C. El ARN obtenido en la fase acuosa, se transfirio a un tubo eppendoff
nuevo (1.5mL) y se precipitd con isopropanol (J.T. Baker, R.A.), 0.5mL por cada mL de
Trizol; se agitd suavemente, se incubd a temperatura ambiente por 10min y se centrifugd
nuevamente a 12 880Xg durante 15min a 4°C.

El precipitado se lavd dos veces con etanol (J.T. Baker, R.A) al 75% (v/v), (agua
destilada tratada con DEPC (Fluka, R.A) al 0.01% (v/v)), ImL por cada mL de Trizol,
decantando la disolucion de alcohol y centrifugando a 12 880Xg durante 10min a 4°C.
Finalmente se resuspendio el ARN en agua libre de ARNasas (Invitrogen) a 55°C.

La cantidad de ARN se determiné a 260nm, longitud de onda donde presenta una
absorbancia maxima debido a los anillos presentes en las bases nitrogenadas (Chirgwin et
al., 1979; Han et al., 1987; MacDonald et al., 1987), en un espectrofotometro UV-visible
(Beckman Coulter DU 530) y se analizé por electroforesis en gel de agarosa (Pronadisa) al
2%, tefiido con bromuro de etidio (10mg/mL) (GIBCO BRL), para comprobar la presencia
de las bandas correspondientes al ARN ribosomal (ARN;). El equipo empleado para todos
los andlisis electroforéticos fue una camara de electroforesis (Owl Scienfific Inc., B1A), un
transiluminador de UV (UVP, Inc.) y una cdmara fotografica, acoplados al programa
computacional KDSID 2.0 (Kodak Digital Science Electrophoresis Documentation and
Andlisis System 120).

El ARNT obtenido fue almacenado a —80°C hasta su uso posterior.

3.1.2 OBTENCION DEL ADN COMPLEMENTARIO (ADN,)

El método empleado para la obtencion de ADN, utiliza la enzima transcriptasa
reversa (RT). La transcriptasa reversa sintetiza ADN, a partir de ARN mensajero (ARNy,) y
como otras polimerasas requiere un templado y un iniciador (oligonucleotido). Al final de
esta reaccion se obtienen hibridos ARN,/ADN,. Posteriormente por tratamiento enzimatico
con la ribonucleasa H (ARNasa H) se degrada selectivamente el ARN,, de los hibridos

hasta oligonucleotidos, quedando solamente las cadenas sencillas de ADN, (Figura 3.1).
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Sintesis de ADNc
ARNm aaaaa
Alineamiento de
ARNM oligonucledtidos anaas
Transcripcion Reversa 1 ARN dependiente de
ARNm ADN polimerasa
ADNc -
l Degradacion de ARN
{ARN H)
ADNc =

Figura 3.1.Pasos para la sintesis de ADNcl.

En este estudio se utilizo el kit Omniscript Reverse Transcriptase de (QIAGEN, Cat.
No. 205110); el cual emplea una enzima con tres actividades enzimdticas distintas: un ARN
polimerasa dependiente de ADN, que transcribe ADN; apartir de un templado de ARN; un
hibrido dependiente de exoribonucleasa (ARNasa H), que especificamente degrada el ARN
en hibridos de ARN:ADN y una ADN polimerasa dependiente de ADN. En esta reaccion in
vitro de transcipcion reversa las primeras dos actividades son utilizadas para producir el
ADN..

Se empled el ARNt como templado para la transcripcion reversa y como iniciador
un oligonucleotido disefiado especificamente para la region carboxilo terminal o extremo 3°
(antisentido): cccaagcttttagatggacttgcgacgga, tomando los Ultimos diecisiete aa de la
secuencia nucleotidica original de ADNc de rata (NCBI: NM_053405)°, disefiado con el
programa Biology Workbench.

La reaccion de transcripcion reversa se llevo a cabo siguiendo las indicaciones del
siguiente protocolo:

e Se descongelaron y colocaron en hielo los reactivos. Se agitaron y centrifugaron

brevemente para colectar el liquido de las paredes en los tubos.

e Se prepard una mezcla de acuerdo con la tabla 3.1.

e Se agitd, centrifugd e incubd (Precision Scientific Inc., Cat No. 31744) por

60min a 37°C.

e Una vez terminada la reaccion, se almacen6 a —20°C.

! Figura modificada: manual del kit Omniscript Reverse Transcriptase de QITAGEN.
? http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed
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Componentes Volumen/reaccion| Concentracion final
(uL)
Buffer (10X) 2 1X
Mezcla ANTP 2 0.5mM c/dNTP
(5mM ¢/dNTP)
Oligonucledtido (10mM) 2 1uM
Enzima (RT) 1 4 unidades
Agua libre de ARNasas 9 -
Templado de ARNt 4 0.1pg/mL
(0.5pg/mL)
VVolumen total 20 -

Tabla 3.1. Componentes de la reaccion de Transcripcion Reversa.

3.1.3 AMPLIFICACION DEL ADNc CON OLIGONUCLEOTIDOS ESPECIFICOS
(PCR).

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa conocida como PCR por sus siglas en
ingles, es una técnica (Mullis y Faloona., 1987) cuyo objetivo es obtener un gran nimero de
copias de un fragmento de ADN particular.

Esta técnica se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para
replicar hebras de ADN, usa ciclos modificando la temperatura para separar las hebras de
ADN recién formadas entre si tras cada fase de replicacion y a continuacion dejar que
vuelvan a unirse a polimerasas para que vuelvan a duplicarlas.

La hebra inicial del ADN, que codifica para TASK-3 en cerebro de rata se obtuvo
siguiendo el método de PCR, empleando el Kit HotStarTaq Master Mix (QIAGEN, Cat.
No. 203443). El método utiliza como templado el producto de la transcripcion reversa.
Como iniciadores para este PCR se sintetizaron los oligonucledtidos especificos de los
extremos 3’ (antisentido) o region carboxilo terminal: cccaagcttttagatggacttgcgacgga,
empleado en la reacciébn anterior y 5  (sentido) o regiébn amino terminal:
cccaagcttgccaccatgaageggcagaacgtg, tomando los primeros dieciocho aa de la secuencia
nucleotidica de TASK-3 de rata, adicionandoles el sitio de corte de la enzima Hind Il para

un posterior andlisis de identificacion de clonas.
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La reaccion de PCR se llevdo a cabo siguiendo las indicaciones del siguiente
protocolo:
e Las soluciones se descongelaron, se colocaron en hielo, se agitarén y se
centrifugarén.

e Se prepard la siguiente mezcla de reaccion (Tabla 3.2):

Componentes Volumen / reaccion Concentracion final
(uL)
Mezcla maestra de 2.5 unidades (enzima)
HotStartTaq 2.5 1X buffer de PCR
200uM/dNTP
1.5mM de MgCl,
Oligonucléotido A 0.5 0.25mM
(10mM)
Oligonuclétido B 0.5 0.25mM
(10mM)
H,0 19 -
Templado de ADN 5 1 pg/reaccion
Volumen Total 20 -

Tabla 3.2. Componentes de la reaccién de PCR.

e Se mezcld y centrifugd brevemente.
e La reaccion se llevd a cabo en un termociclador (Applied Biosystems,

GeneAmp. PCR System 9700 PE), programando el siguiente ciclo térmico

(Tabla 3.3):
Paso inicial de activacion: 15min 95°C
3 pasos ciclicos: Tiempo (min) Temperatura (°C)

Desnaturalizacion 0.5 94
Alineamiento 0.5 55
Extension 1 72
Numero de ciclos 30 ciclos -
Extension Final 10 72

Tabla 3.3. Programa térmico de la reaccion de PCR.

Junto con la reaccion de PCR se utilizo un control negativo sin adicionar a la mezcla
de reaccion el templado de ADN. Los productos de PCR se analizaron por medio de
electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiiddo con bromuro de etidio, para observar la

presencia de las bandas correspondientes al ADN amplificado.
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3.1.4 LIGACION.

El fragmento amplificado de ADN, de TASK-3 de rata, se ligd al vector TOPO TA
Cloning kit (Invitrogen, Cat. No. K4660-01), el cual es altamente eficiente en la insercion
directa de los productos de PCR dentro del plasmido, obteniendo de esta manera un ADN
recombinante.

En el ultimo paso de la reaccion de PCR (extension final), la polimerasa tiene una
actividad terminal de transferasa que agrega una cola de deoxiadenosina (dATP) a los
extremos 3" de los productos de PCR. El vector linearizado tiene residuos en el extremo 3’
sobresalientes de deoxitimidina (dTTP). Esto permite que los extremos de los productos
amplificados de PCR se liguen eficientemente con el vector. Este vector cuenta con los
promotores SP6 y T7, ademés de conferir resistencia a ampicilina, secuencias empleadas en

pasos posteriores (Figura 3.2).

PCRIII-TOPO°  Sp6 -Z:7335% | Zxzz3-33 17
| SE2AE ARG uq:’neséiaﬁ‘ |

$ pCR-TOPO’
2 3.9 kb

Figura 3.2. Vector TOPO TA®,

La reaccion de ligacion se llevo a cabo siguiendo las indicaciones del siguiente
protocolo:
e Una vez descongelados los reactivos, se preparo la siguiente mezcla de acuerdo

con la tabla 3.4:

3 Figura modificada: http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/topota_man.pdf
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Reactivos Volumen / reaccién
(uL)
Producto fresco de PCR 3
Solucioén salina 1
(NaCl, 200mM; MgCl,, 10mM)
H,O estéril 1
Vector TOPO TA 1
Volumen Total

Tabla 3.4. Componentes de la reaccién de ligacion con TOPO TA.

Se mezclé suavemente con la punta de la micropipeta (GILSON) y se incubd
por 5Smin a temperatura ambiente.

Una vez terminada la reaccion se almacend a —20°C.

3.1.5 TRANSFORMACION Y TAMIZAJE DE COLONIAS

La transformacion es el proceso por el cual las células introducen moléculas de

ADN de sus alrededores. Existen diferentes métodos para la introduccion de plasmidos en

bacterias. El método utilizado en este trabajo fue la introduccion del ADN recombinante en

células quimicamente competentes One Shot TOP10 de E. Coli. (Invitrogen, Cat. No.

C4040-20), por choque térmico.

Para la transformacion de las células competentes se siguieron los siguientes pasos:

La mezcla de la reaccion de ligacion se descongeld, centrifugo ligeramente y se
colocé en hielo.

Por otra parte, se descongel6 en hielo, un vial de S0uL de las células One Shot.
Posteriormente, se le adicioné 3uL de la reaccion de ligacion y se mezclo
cuidadosamente. Se incubd en hielo por 30min.

Se incubo por exactamente 30s a 42°C (Thermolyne Type 17600) y rapidamente
se coloco en hielo.

En un ambiente estéril, se adicion6 250uL del medio rico SOC (Invitrogen).

Se incubo el vial a 37°C en agitacion constante por 1h (Heidolph Instruments,

UNIMAX 1010).
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e Se adicion6 la mezcla de transformacion sobre cajas de cultivo con medio LB
solido y ampicilina (Sigma, R.A.) a una concentracion de 100pg/mL, bajo un
ambiente estéril.

e Las cajas fueron invertidas e incubadas a 37°C toda la noche.

Las colonias que logran crecer en el medio de cultivo, resistentes a la ampicilina,
son posibles candidatas a tener el inserto deseado, el ADN, de TASK-3 de rata. Por lo que
las colonias se seleccionan de acuerdo a su ubicacion, tamafio y forma, proceso conocido
como tamizaje de colonias y se resembraron en SmL de medio LB liquido con ampicilina a
una concentracion de 100pg/mL. Se incubaron a 37°C en agitacion constante durante toda

la noche, para la purificacion posterior del pldsmido.

3.1.6 PURIFICACION DEL PLASMIDO (miniprep)

Para el aislamiento de pequefias cantidades de ADN plasmidico a partir de bacterias
(miniprep), se utilizé el kit Plasmid Mini (QIAGEN, Cat. No. 12123), el cual se basa en
una modificacion al procedimiento de lisis alcalina. El método utiliza dodecil sulfato de
sodio (SDS) en presencia de NaOH para desnaturalizar las proteinas bacterianas y el ADN
cromosémico y del plasmido. La mezcla se neutraliza con acetato de potasio con lo cual
precipitan las proteinas y el ADN cromosdmico, mientras que el ADN del plasmido se
realinea y es adsorbido selectivamente en una resina de intercambio idnico bajo
condiciones adecuadas de pH y baja concentracion salina. E1 ARN, proteinas e impurezas
de bajo peso molecular son eliminados por lavado pasando a través de la columna un medio
salino que contiene isopropanol. Finalmente el ADN plasmidico se eluye con un
amortiguador Tris, EDTA; se concentra y desala por precipitacion con isopropanol.

La purificacion del plasmido se llevo a cabo siguiendo los pasos del protocolo:

e El cultivo de bacterias del paso anterior se centrifugd a 12 880Xg por Imin y se

elimino el sobrenadante.

e Se resuspendié el precipitado de bacterias en 0.3mL del amortiguador Tris-

EDTA (P1).
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Se adicion6 0.3mL del amortiguador NaOH-SDS (P2), se mezcld suavemente y
se incubd por Smin a temperatura ambiente.

Posteriormente, se adiciond 0.3mL de acetato de potasio al 3M (P3) frio,
inmediatamente se mezcld suavemente y se incub6 en hielo por Smin.
Nuevamente, se centrifugd a 12 880Xg por 10min. Se extrajo el sobrenadante
cuidadosamente.

Se equilibré la columna con 1mL de MOPS-Triton X-100 (QBT) hasta eluir
toda la solucion.

Se adiciono el sobrenadante del paso 5 hasta que fluy6 totalmente por la resina.
Se lavé cuatro veces con 1mL de MOPS (QC).

Se eluy6 el ADN con 0.8mL del amortiguador Tris-base (QF).

Se precipitd el ADN con 0.56mL de isopropanol a temperatura ambiente.
Inmediatamente se centrifugd a 8 950Xg por 30min y cuidadosamente se
decanto el sobrenadante.

Se lavé con ImL de etanol 70%(v/v), se secd por Smin al medio ambiente y se
redisolvio en 40mL de agua desionizada.

Las clonas fueron identificadas empleando la técnica de PCR bajo las mismas
condiciones y los oligonucleétidos especificios antes mencionados. Por medio
de una digestion con la enzima Hind Il (New England Biolabs) se confirmo la

presencia del fragmento deseado (Tabla 3.5).

Reactivos Volumen (pL) Concentracion final
Plasmido 1 0.01pg/mL
Amortiguador (10X) 2 1X
H,0 (Mili-Q) 16 -
Enzima 1 10 unidades
Volumen Total 20 -

Tabla 3.5.Componentes de la reaccion de digestion con Hind I11.

Ambos procedimientos se llevaron a cabo con el fin de corroborar que las colonias

contienen el fragmento del tamafio esperado y fueron analizados por electroforesis en gel

de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio.
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3.1.7 SECUENCIACION DEL FRAGMENTO CLONADO

Para la secuenciacion del fragmento clonado de ADN, se siguié el método
automatico de secuenciacion que se basa en la sintesis enzimatica de ADN, terminando la
cadena especificamente con 2’,3’dideoxinucleotidos (ddNTPs) como andlogos de los
nucledtidos trifosfato (ANTP). Los ddNTPs se incorporan a la cadena de ADN, pero
impiden la formacién del enlace fosfodiéster con el siguiente nucledtido debido a la falta
del grupo OH en la posicion 3" de la ribosa, interrumpiendo el alargamiento del ADN. Este
método utiliza fluorescencia como tipo de marcaje y se realizan cuatro mezclas de reaccion,
cada una con un dNTP marcado con un fluorocromo distinto, ADN polimerasa, un
iniciador, el templado de ADN por secuenciar y los 4 ddNTPs.

El fragmento clonado se secuenci6 empleando un secuenciador automatico ABI
PRISM 310 (Applied Biosystems, Genetic Analyzer de Pekin-Elmer). Los iniciadores
empleados para la extension del ADN fueron oligonucleo6tidos de los promotores T7 y SP6
del plasmido, los cuales flaquean el fragmento de ADN insertado en el vector.

La secuencia obtenida se compard con la reportada en la literatura, empleando un
programa especializado de simulacion en linea Biology Workbench. Este paso se realizd
con la finalidad de verificar la integridad de la secuencia clonada asi como su orientacion
dentro del vector TOPO TA, con la finalidad de utilizar el promotor T7 del plasmido, el
cual deberd encontrarse rio arriba a la posiciébn 5" o amino terminal de la regién que

codifica al canal TASK-3, para la subsecuente reaccion de transcripcion.

3.1.8 PURIFICACION DEL PLASMIDO A GRAN ESCALA (Maxiprep)

Una vez que se obtuvo la secuencia y orientacion esperada del canal TASK-3 de
rata dentro del vector, se llevo a cabo el aislamiento de una mayor cantidad de ADN
plasmidico a partir de la clona seleccionada (maxiprep). Se utilizo el kit Plasmid Maxi
(QIAGEN, Cat. No. 12162), este método utiliza el mismo fundamento empleado en el
miniprep, por lo que la purificacion del plasmido a gran escala se llevo a cabo siguiendo el

protocolo antes mencionado en el miniprep pero se utiliz6 una mayor cantidad de reactivos.
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El plasmido purificado se analizo digirendolo con la enzima Hind Ill, de acuerdo
con la tabla 3.5, y por medio de electroforesis en gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro

de etidio, observandose la presencia del fragmente con el tamafo esperado.

3.2 TRANSCRIPCION IN VITRO

La transcripcion de ADN es el primer proceso de la expresion genética, donde las
secuencias de ADN son copiadas a ARN mediante una enzima llamada ARN polimerasa.
La transcripcion produce ARN mensajero como primer paso de la sintesis de proteinas.
Para la reaccion de transcripcion in vitro del canal TASK-3 de rata se utilizd el kit
mMESSAGE Mmachine (Ambion Company, Cat. No. 1344).

El procedimiento se llevé a cabo en cuatro etapas siguiendo los pasos del protocolo
y bajo las condiciones adecuadas para no contaminar la reaccion con ARNasas:

A) Preparacion del templado de ADN
e El pldsmido se digiri6 con la enzima BamH | (New England Biolabs) en el sitio
de clonacion del vector, rio arriba de la posicion 3" a la region que codifica al
canal TASK-3. La mezcla de reaccion se prepard de acuerdo con la tabla 3.6, la

cual se incub6 a 37°C por 3h.

Reactivos Volumen (uL) Concentracion final
Plasmido 2 0.1pg/plL
BSA (100X) 0.5 100pg/uL (1X)
Amortiguador 5 1X
(10X)
H,O 40.5 -
Enzima 2 20 unidades
Volumen Total 50 -

Tabla 3.6.Componentes de la reaccién de digestion con BamH 1.

e La reaccion de transcripcion se analizd por medio de electroforesis en gel de

agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio.
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Una vez completa la reaccion de digestion, se precipitd con la adicion de 125uL
de etanol absoluto frio y 5SuL de acetato de sodio (Sigma Aldrich) a una
concentracion de 3M y un pH = 5.2. Se mezclo y se enfti6 a -20°C por 60min.

Una vez transcurrido el tiempo de precipitacion, se centrifugé a 12 880Xg por
15min, se elimind el sobrenadante, nuevamente se centrifugd por pocos
segundos y se elimind el fluido residual con la punta de la micropipeta.
Finalmente se resuspendido el ADN linealizado en H,O libre de ARNasas,

obteniendo una concentracion aproximada de 0.5ug/uL.

B) Reaccion de transcripcion

Para la reaccion de transcripcion se utilizod la T7 ARN polimerasa que se une al
promotor T7, el cual se encuentra rio abajo a la posiciéon 5" o region amino
terminal que codifica al canal TASK-3.

Todos los reactivos fueron descongelados, ligeramente centrifugados y
colocados en hielo, con excepcion del amortiguador que se adiciond a
temperatura ambiente.

Se preparo la siguiente mezcla de reaccion de acuerdo con la tabla 3.7:

Reactivos Volumen (pL) Concentracion final
H,O (libre de ARNasas) 4
NTP/CAP (2X) 10 1X
Amortiguador (10X) 2 1X
Plasmido linealizado 2 0.05pg/uL
(0.5pg/pl)
ARN polimerasa 2 -
Volumen Final 20 -

Tabla 3.7.Componentes de la reaccion de transcripcion.

Se mezclo suavemente con la punta de la micropipeta, se centrifugo y se incubd
por 1h a 37°C.

Terminada la reaccion de transcripcion, se adicion6 ImL de ADNasa I
(Ambion), libre de ARNasas, a una concentracion de 2U/uL, se mezcl6 bien y

se incubo nuevamente por 15min a 37°C.
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C) Recuperacion de ARN

e Posteriormente, se detuvo la reaccion y se precipitd el ARN adicionando 30uL
de H,O libre de ARNasas y 30uL de LiCl (Ambion). Se mezcld y se enfrid por
30min a -20°C.

e Se centrifugd a 12 880Xg por 15min a 4°C. Cuidadosamente se removid el
sobrenadante. Se lavo el sélido con 1mL de etanol al 70%(v/v), se centrifugo,
para eliminar los nucledtidos no incorporados y nuevamente se removid el
etanol.

D) Cuantificacion del producto de reaccion

e Finalmente se resuspendié el ARN en 70uL de H,O libre de ARNasas, se
cuantific6 por absorbancia a una longitud de onda de 260nm, se analizd
cualitativamente mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con

bromuro de etidio y se almacend a -70°C.

3.3 EXTRACCION DE LOS OVOCITOS

Los ovocitos se obtuvieron mediante diseccion de ranas africanas de la especie
Xenopus laevis. La rana se anestesié sumergiéndola en agua con hielo por 40min, se le
colocd en una cama de hielo y se le cubrié con el mismo a excepcion del abdomen.
Posteriormente se le realizd una incision (~0.5cm) en la parte baja del abdomen y se
extrajeron uno o dos lobulos ovéricos; la rana se suturé y se aisld6 por 24h para su
recuperacion. Estos se disgregaron mecanicamente con pinzas de diseccion (Fine Science
Tools, Dumont #55) hasta formar pequefios cimulos de 4 a 6 ovocitos, los cuales se
depositaron en una solucion fisiologica salina conocida como medio ND-96 a pH = 7.0,
para seleccionar Uinicamente los ovocitos de la etapa V-VI.

Los ovocitos seleccionados se lavaron 4 a 6 veces en una solucion con medio OR-2
“libre de calcio” a pH = 7.0 y posteriormente se incubaron en una solucioén de colagenasa
Tipo IV (1mg/mL) de Clostridium histolyticum (Sigma, Cat. No. 5138) con medio OR-2
“libre de calcio” en agitacion constante por 45min. Finalmente, los ovocitos se lavaron 4

veces con medio ND-96 y se mantuvieron a en una incubadora (Revolutionary Science, RS-
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IF-201) a 17°C en medio ND-96 con Gentamicina (Genkova) a una concentracion de
50pg/mL hasta su utilizacion, después de 4 a 24h post extraccion. El medio se cambid

diariamente.

3.4 INYECCION DEL ARN,,

Una vez cuantificado el ARN,,, se inyectaron ~50nL (~2ng) de la subunidad a del
canal i6nico TASK-3 de rata a cada ovocito de X. laevis, previamente preparados para los
ensayos electrofisiologicos. Para las micropipetas utilizadas en la inyeccion del ARN,, se
utilizaron capilares de vidrio (VWR Internacional, Cat. No. 53508-400) previamente
estirados (SUTTER INSTRUMENT CO., Mod. P-2000) y llenados con una disolucién de
aceite mineral (SIGMA), el cual se utiliza para tomar facilmente la pequefia cantidad de
ARNp; las micropipetas se manejaron empleando un microinyector manual (Drummond,

digital microdispensers).

3.5 ESTUDIO ELECTROFISIOLOGICO DEL CANAL TASK-3 DE RATA

Los ovocitos inyectados se incubaron a 17°C por 1 6 2 dias, depositados en el medio
ND-96 con gentamicina a una concentracion final de 50ug/mL. Todos los ensayos
electrofisiologicos se llevaron a cabo empleando la técnica de fijacion de voltaje con dos
electrodos (TEVC). El equipo empleado fue un amplificador (Dagan Corporation, CA-1B
High Performance Oocyte Clamp), una interfase (Axon, DigiData 1200) y un osciloscopio
(GoldStar, ES20).

Los registros de las corrientes del canal se llevaron a cabo empleando dos capilares
de vidrio (VWR Internacional, Cat. No. 53432-921). Los capilares de registro, previamente
pulidos con calor y estirados, se llenaron con una disolucién conductora de KCI 3M y con
un electrodo de Ag®/AgCl, tinicamente se emplearon los capilares cuya resistencia fuera de
0.3 a 0.5MQ para el electrodo de voltaje y 0.8 a 1.2MQ para el electrodo de la corriente.

Las mediciones de las corrientes se realizaron a 2KHz y se almacenaron en una
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computadora para analizarlos con los programas clampfit version 5.6 (Axon Instruments) y
Microsoft Excel version 2000.

Las células se observaron a través de un microscopio estereoscopico (Nikon,
SMZ2T) y los capilares se manejaron con micromanipuladores (World Precision
Instruments, M3301).

En todos los experimentos se trabajé con un minimo de tres lotes diferentes de
ovocitos, realizando tres series de experimentos (inyectados con ARN,,, H,O y sin
inyectar), cada uno con un minimo de cinco diferentes ovocitos, estimulados a diferentes
valores de potencial cinco veces. Los ovocitos se mantuvieron en una camara con 250uL de

ND-96 a un pH = 7.4, todos los registros se realizaron a temperatura ambiente (~20°C).

3.5.1 EXPRESION HETEROLOGA DEL ARN,

Para determinar si el ARN;, del canal TASK-3 de rata se expresaba en los ovocitos
X. laevis, estos fueron sometidos a cambios de voltaje conocidos como Protocolo de Pulsos,
particulares para cada canal i6nico. La expresion heterologa del ARN,, de este canal de
potasio se verifico empleando un protocolo de pulsos en un intervalo de potencial de 80 a -
140mV, en incrementos de potenciales de -20mV, a un tiempo total de registro de 465ms.
Se registrd la corriente de ovocitos inyectados con ARNy,, con agua y sin inyectar, para
observar las corrientes endogenas del mismo y se compard con la corriente de los ovocitos

expresando el canal.

3.5.2 CARACTERIZACION DEL CANAL

Se llevé a cabo un estudio de caracterizacion electrofisiologica de TASK-3, con el
fin de determinar si el canal idnico se expresaba de manera funcional en la membrana de
los ovocitos. En este estudio los ovocitos fueron estimulados con pulsos de voltaje en un
intervalo de potencial de 80 a -130mV, con variaciones de -30mV, en un tiempo total de

registro de 465ms.
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Primero se trabajo a diferentes concentraciones externas de potasio ([K'].): 2, 10,
30, 80 y 102mM, en ND-96 a pH = 7.5 (variando directamente Na'/K"), con el fin de
comprobar que TASK-3 es un canal rectificador saliente, selectivo a iones K.

Posteriormente, se varid el valor del pH extracelular (pH.): 7.50, 7.00, 6.50, 6.12,
5.66; empleando como medio ND-96; debido a que el canal TASK-3 es sensible a los
cambios de pH.

Finalmente, para confirmar la identidad de los canales idnicos, se utilizan
bloqueadores o activadores. Por lo que en este trabajo se utilizo bario [Ba*'], como BaCl,
(Mallinckrodt, R.A.), a diferentes concentraciones: 1uM, 0.03, 0.1, 3mM y oxicloro de
rutenio amoniacal 6 rojo de rutenio [RR] (Sigma-Aldrich, R.A.) a 0.03, 0.1, 3, 10uM, en
ND-96 apH =17.5.

3.6 EFECTO DEL VENENO DE ALACRAN EN EL CANAL DE POTASIO
TASK-3

Los ensayos electrofisiologicos se realizaron bajo las mismas condiciones antes
mencionadas, empleando la técnica de TEVC.

Se probaron fracciones liofilizadas del veneno puro de Centruroides limpidus
limpidus (CIl) y fracciones puras del veneno de Hadrurus gertschi (Hg) y Opisthacanthus
cayaporum (Oc). El veneno puro fue proporcionado por el Dr. Lourival D. Possani Postay y
las fracciones puras por la Dra. Elizabeth Schwartz. Todas las fracciones se purificaron
previamente por medio de cromatografia de exclusion molecular, mientras que las
fracciones puras se separaron ademas por cromatografia liquida de alta resolucion en fase
reversa (HPLC-RP). La obtencion y separacion de las diferentes fracciones se realizo en el
Departamento de Reconocimiento Molecular y Bioestructura, del Instituto de Biotecnologia
de la UNAM.

Las fracciones se resuspendieron en H,O desionizada y se agregaron directamente
en la camara de perfusion en una relacion de ~22ug/uL para el veneno total de C. limpidus
limpidus y de ~0.244ug/uL para las fracciones puras de los otros venenos, en medio ND-96

a pH = 7.4. La corriente de los ovocitos expresando el canal idnico se registraron antes,
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durante y después de agregar las fracciones de los venenos de alacran. Después adicionar y
probar el efecto de las fracciones, se perfundié el ovocito con al menos 3mL de medio ND-
96, para retirar algiin rastro de la fraccion.

Debido a que el canal TASK-3 de rata present6d un ligero comportamiento llamado
lavado de corriente (la corriente disminuye lentamente con el tiempo), los ovocitos se
estimularon con un protocolo de pulsos especial para disminuir este fenomeno. Se utilizo
un protocolo de pulsos a un mismo valor de potencial de 80mVcon un tiempo total de
registro de 465ms, repitiéndose cada 3s, efectudndose un promedio de 260 episodios por
corrida y se trabajo a un potencial de mantenimiento de -80mV.

Todos los experimentos se trabajaron por duplicado y a temperatura ambiente

(~20°C).
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4. RESULTADOS

4.1 CLONACION DE TASK-3 DE RATA
4.1.1 EXTRACCION DE ARN TOTAL (ARNr)

En la figura 4.1 se muestra la integridad de sicte muestras del ARNy extraidos a
partir del cerebro de rata, por electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de
etidio, observandose claramente las bandas de los ARN ribosomales (ARN;) 18S y 28S y
un barrido correspondiente al ARN,, Las cantidades de los ARNy determinadas por
espectroscopia UV se presentan en la tabla 4.1.

Muestras
1 2 3 4 5 ) 7

2359.--»'.'" g

185 - = - -

Figura 4.1. Integridad del ARN+ de cerebro de rata por electroforesis en un gel de agarosa al 2%,
teflido con bromuro de etidio. Las posiciones de los ARN; 28S y 18S son indicadas a la izquierda del gel.

Cantidad de

Muestra No. ARNT

(ng/mL)
491.2
500.0
252.4
512.8
512.8
327.2
256.4

NN N [B|W|N—

Tabla 4.1. Cantidad de ARNy extraido del cerebro de rata.

45



Resultados

4.1.2 OBTENCION DEL ADN COMPLEMENTARIO PARA TASK-3 (RT-PCR).

A partir del ARNy extraido del cerebro de rata se obtuvo el ADN, correspondiente a
los transciptos de ARN,,. E1 ADN, por ser més estable permiti6 continuar con las etapas
subsecuentes de la clonacion, por lo que fue amplificado utilizando oligonucledtidos
especificos para la secuencia nucleotidica del canal TASK-3 de rata. La amplificacion se
verifico por electroforesis en gel de agarosa al 2%, donde se observa en el primer carril el
marcador de peso molecular (Invitrogen, Cat. No. 10787-018), en el segundo carril se
presenta el control negativo sin la presencia del templado de ADN, al momento de la
amplificacion, por lo que no se observo ninguna banda amplificada y en el tercer carril se
observa la banda correspondiente al fragmento amplificado de 1188 pb del ADN. de
TASK-3. (Figura 4.2).

¢—ADNc

850 pb amplificado

Figura 4.2. Fragmento obtenido del PCR con oligonucleétidos especificos para TASK-3. En el
carril 1: marcador de peso molecular, 2: control negativo y 3: ADN, amplificado de TASK-3 de rata.

4.1.3 IDENTIFICACION DE CLONAS

El fragmento de ADN amplificado mediante RT-PCR se ligd en el vector TOPO TA
y luego se utilizo para la transformacion de células quimicamente competentes. Algunas
colonias obtenidas en la transformacion se seleccionaron y posteriormente se purifico el

ADN plasmidico. Al fin de comprobar que el plasmido contiene el inserto esperado de
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TASK-3 de rata, se amplifico por PCR. En la figura 4.3 se muestra el electroforetograma
de los fragmentos amplificados en el PCR de las colonias tamizadas, en un gel de agarosa
al 2% tefiido con bromuro de etidio. Como se observa en el gel, de siete muestras
seleccionadas, en cinco de ellas se encuentra el fragmento esperado (carril 2, 4, 5 6 y 7),
pero so6lo en dos clonas se encontrd ese unico fragmento (carril 2 y 4), por lo que la colonia

seleccionada para la secuenciacion se sefiala con una flecha.

2072 pb 5 w—

1500 pb 4 .
-— fragmento
L] e
. . I'_:un]zn]iﬁn:n[llJn
&00 pb 4 T

Figura 4.3. Identificacion de clonas con el fragmento TASK-3 de rata por PCR. En el carril 1:
marcador de peso molecular de ADN: 100pb (Invitrogen, Cat. No. 10488-058), 2-8: colonias seleccionadas.
Flecha senalando el fragmento seleccionado para secuenciacion.

Como un segundo procedimiento para corroborar la presencia del fragmento
deseado y aprovechando que los oligonucledtidos especificos para TASK-3 contiene el sitio
de corte de la enzima de restriccion Hind Ill, se digiri6 el plasmido de la colonia
seleccionada. En la figura 4.4 se presenta el gel de agarosa al 2%, donde se observa en el
primer carril el marcador de peso molecular, en el segundo carril el pldsmido sin digerir,
como control de la reaccion de digestion y en el tercer carril se presentan dos bandas donde
la superior correspondiente al plasmido digerido, sin la presencia del fragmento deseado y
la banda inferior presenta el fragmento clonado de 1188pb. Con este procedimiento
nuevamente se comprobo la presencia del fragmento deseado en la clona seleccionada para

la secuenciacion.
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- s §— plasmido

2072 ph 4 digerido

1 500 ph
P2 ¢ fragmento
esperado

600 pb—

Figura 4.4. ldentificacion de la clona con el fragmento TASK-3 de rata por digestion con la
enzima Hind I11. En el carril 1: marcador de peso molecular de ADN (100pb), 2: plasmido sin digerir, 3:
plasmido digerido y fragmento esperado.

4.1.4 SECUENCIACION DEL FRAGMENTO CLONADO

El pldsmido purificado, de la clona seleccionada, se utilizd para realizar las
reacciones de secuenciacion. Se prepararon dos reacciones, utilizando los iniciadores SP6
como “sentido” y T7 como “antisentido”, secuencias que flanquean el sitio de clonacion del
vector.

Con el analisis de esta secuencia nucleotidica se verifico que la orientacion del canal
estuviera bajo el promotor T7. Esta secuencia nucleotidica de la clona seleccionada tienen
una identidad del 99.3 % con respecto a la secuencia de ADN, del canal i6nico de potasio
TASK-3 de rata reportado en la base de datos (NCBI: NM 053405). El andlisis
computacional mostrd la presencia de un marco abierto de lectura que comienza en el
codon atg en la posicion marcada como 1 y que continua hasta la posicion 1194, donde se
encuentra el codon de terminacion taa. La estructura primaria y secundaria de la secuencia
de aminodcidos deducida a partir de la secuencia nucleotidica indic6é que la proteina
consiste de 397 aminoacidos. En la figura 4.5 se presenta la secuencia nucleotidica y de aa
de la region que codifica al canal TASK-3 de rata clonado. Ademas de observar las
caracteristicas previamente descritas, se presenta con letras en color verde las diferencias

que existen en la secuencia clonada con respecto a la reportada. A pesar de estas diferencias
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no se afectd el marco de lectura en la secuencia nucleotidica, por lo que estos resultados

son consistentes con las caracteristicas previamente descritas del canal.

cgaattgggccctctagatgcatgctcgagecggecgecagtgtgatggatatctgcagaattcgeccttcccaagcttgeccacce
M K R Q NV R TUL S L I ACTFTY L L

1 atgaagcggcagaacgtgcgtaccctgtccttgatcgcctgtaccttcacctacctgctg 60
vV 6 ANAV FDALUESUDHIEMMR REEE K

61 gtgggtgccgcecggtgttcgacgccctcgagtcggaccatgagatgcgcgaggaggagaaa 120
L K A EEVRULWIRGIKYNT S S DDYQQ

121 cttaaagcagaagaggtccgcctcagaggcaagtacaacatcagctccgatgactaccag 180
Q L ELV I L Q SEPHIRAG GV QWK F

181 cagctggagctggtaatcctgcagtctgagccccaccgcgctggtgtccagtggaagttc 240
AAG S FY F A I TV I TTI1 GY G H A A

241 gccgggtcecttctacttcgctatcactgtcatcacaactatcggatatggacatgctgca 300
P G TDAGIKAFTCMFY AV L G I P L

301 cctggaaccgatgctggcaaggccttctgtatgttctatgctgtgctgggtatccctctg 360
T LV M FQ S L GEWRMNTFV R Y L L

361 acgctggttatgttccagagcctgggcgagcgcatgaacaccttcgtgcgctacctgectg 420

K R 1 K K ¢ CGWMRNTEV S MENMYV
421 aaacggatcaagaagtgctgtgg 480
T C L G
481 accct g 540
541 600
601 660
661 720
721 catgaataccgatgaagatcttctggagggagaagtt 780
AAQ I L AAGNWPRWRVVVRVYV P QS R K

781  gcgcagatacttgctggaaacccaagacgggtggttgtccgtgtgcctcagagtcgcaag 840
R HHPMYFLIRIKY GRTULT CY L CF

841 aggcaccaccccatgtacttcctcaggaaatacggccgaaccctgtgctatctctgcttc 900
P G ANWGUDUDUDDDDDT DAV ENV YV

901 cctggtgccaactggggtgatgatgatgacgatgatgatgacgccgtcgagaatgtcgta 960
v T T P V PP AV A A A A AAAATPG

961 gttactactcctgttcctcctgectgttgctgctgctgectgectgectgectgectactecctggt 1020
P S TRNWVIRATWVH SV S CR V E E I

1021 cccagtaccaggaatgtccgggctacagtccactcggtttcctgcagggttgaagagatc 1080

P P DVLIRNTYFRSZPFGATI P P G
1081 cctccggacgtgctgaggaacacctacttccggtccccattcggegeccatccctectgga 1140
M H T CGENMHRILHTITRIRK S I *

1141 atgcacacctgcggggaaaaccacaggctgcacatccgtcgcaagtccatctaaaagcttaa 1194

ggcgaattccagcacactggcggccgttactagtggatccgagctcggtaccaagettgat
gcatagctgatttt

Figura 4.5. Secuencia nucletidica y de aminoacidos de la region codificadora de la clona de
ADNc de TASK-3 de rata. El codon de iniciacion (M: atg) v el de termino (* : taa) se muestran en letras
rojas, la secuencia obtenida empleando el oligonucledtido T7 corresponde a las letras azules, SP6 letras
moradas, la region donde las dos secuencias coincidieron en letras azul claro; las diferencias de aa y
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nucleétidos se muestran en color verde y las regiones utilizadas para el disefio de los oligonucledtidos 5" y 3°
se muestran subrayadas.

4.2 TRANSCRIPCION IN VITRO

Una vez obtenido el plasmido con la secuencia de TASK-3, este se utiliz6 para
llevar a cabo la reaccion de transcripcion in vitro con el fin de obtener el ARN,, que
codifica para el canal de potasio TASK-3 de rata. Como primer paso se linearizd el
plasmido que contiene la secuencia del canal i6nico con la enzima BamH I. El producto de
la reaccion de digestion se analizd cualitativamente mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2%, observando en el primer carril el plasmido sin digerir, como control de la
reaccion de digestion y en el segundo carril la banda corresponde al plasmido digerido

(Figura 4.6).

plasmido —p -

sin digerir W ¢ plasmido
digerido

Figura 4.6. Producto de la reaccion de linearizacion enzimética del pldsmido. En el carril 1:
plasmido sin digerir, 2: plasmido linealizado.

El plasmido linealizado se utilizd obtener el ARN a través de la reaccion de
transcripcion in vitro con la T7 ARN polimerasa. El producto se cuantifico
espectrofotométricamente a 260nm dando una cantidad de 266.8ug/pL y también se analizo
cualitativamente mediante un gel de agarosa al 2% para verificar su calidad. Como se
observa en la figura 4.7 no existe degradacion del ARN,, ya que se observa unicamente

una banda bien definida.
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M ARNm

Figura 4.7. Producto de la reaccién de transcripcion in vitro con la T7 ARN polimerasa. Se
presenta el ARN,, correspondiente al canal de potasio TASK-3 de rata.

A través de estas pruebas se determin6 que la cantidad y calidad del ARN,, del canal
TASK-3 de rata era adecuada para utilizarse en la expresion heteréloga del canal i6nico en

ovocitos de X laevis.

4.3 EXPRESION HETEROLOGA DEL CANAL IONICO TASK-3 DE RATA
EN OVOCITOS

Los ovocitos utilizados para la expresion heterdloga del canal idnico se trataron
previamente con colagenasa y se inyectaron con el ARN,, del canal de potasio TASK-3 de
rata, después de 4 a 24h post-tratamiento. Se inyectaron 50nL (2ng de ARN,,) a cada célula
y se mantuvieron a 17°C. Las células se estimularon mediante un protocolo de pulsos
especifico para el canal TASK-3, como se mencion6 en los procedimientos experimentales.

Para observar la expresion del canal, se compararon las corrientes de los ovocitos
inyectados con el ARN,, del canal TASK-3 y la de los ovocitos nativos, inyectados con

agua y sin inyectar (Figura 4.8, Trazos | = f(t)).
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Figura 4.8 Expresion del ARN, de TASK-3. Trazos | = f(t) a diferentes pulsos de potencial.
Registro de las corrientes generadas por ovocitos nativos inyectados con H,O y sin inyectar (A), ovocitos
inyectados con el ARN,, del canal TASK-3 (B). Los ovocitos se estimularon con pulsos de potencial de 80 a
-140mV y variaciones de -20mV, a un potencial de mantenimiento de -80mV, el tiempo total de registro fue de
465ms.

Se observa en la Figura 4.8, que existe una diferencia marcada entre las corrientes
endogenas de los ovocitos (menores a 1pnA) y aquellos que fueron inyectados con el ARN,,
del canal TASK-3 (mayores a los 7uA). Esto indica que hubo una expresion adecuada del
ARN;, que se inyectd en la célula, de tal forma que al estimular el canal idnico con el

protocolo de pulsos éste se abrird permitiendo evaluar la apretura como una corriente

especifica.

4.4 CARACTERIZACION DEL CANAL TASK-3

Una vez que se determind la expresion del ARN,,, se llevd a cabo la caracterizacion
del canal TASK-3 de rata, con el fin de corroborar si el canal se expresaba de forma

funcional en la membrana de los ovocitos.

4.4.1 COMPORTAMIENTO “LAVADO DE CORRIENTE”

En todos los registros realizados con ovocitos expresando el canal de potasio
TASK-3 se observo que el valor de la corriente, a cualquier pulso de potencial, no se

mantuvo constante, el cual disminuyé lentamente con el transcurso del tiempo, lo cual nos
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indica que el canal clonado tiene un comportamiento de “lavado de corriente”. En la
grafica 4.1 (Curva | = f(t)) se representa este fendmeno, con una disminucion de la
corriente maxima (ly,x) de aproximadamente el 4%, en un tiempo de 300s (n = 5).

10 4

I {A)

t(s)
Gréfica 4.1 Disminucion en la corriente de TASK-3 por el fendmeno de lavado de corriente.

Curva | = f(t). Ovocito estimulado con un pulso continuo de potencial de 80mV, cada 3s, a un potencial de
mantenimiento de -80mV.

Debido a que el comportamiento de lavado de corriente fue minimo, este se
considero despreciable, debido a que el tiempo promedio por experimento fue de 780s, por
lo que no se realizd ninguna correccion de la corriente sobre los resultados obtenidos en la
caracterizacion del canal y en el efecto del veneno de alacrdn sobre el canal de potasio

TASK-3.

4.4.2 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE POTASIO

Primero se analiz6 el efecto de la concentracién externa de potasio ([K'].) sobre las
corrientes generadas en la expresion del canal TASK-3. Trabajando a [K']. = 2mM, se
observé Unicamente la generacion rapida de corrientes salientes (7.5 £ 1.5uA) activadas a
potenciales depolarizantes (80mV), en contraste, se observaron corrientes pequeias (-0.14 +
0.02u1A) activadas a potenciales hiperpolarizados (-130mV) (Figura 4.9A, Trazos | = f(t)).
Este mismo comportamiento se aprecia a una [K']. = 102mM, sin embargo las corrientes
activadas a potenciales depolarizantes fueron menores (5.5 = 1.3puA), generandose
corrientes entrantes mayores a las anteriores (-1.3 + 0.5uA) a potenciales hiperpolarizados

(n=15) (Figura 4.9B, Trazos | = f(t)).
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Figura 4.9 Diferencia en las corrientes generadas variando [K']. a diferentes potenciales.
Trazos | = f(t) a diferentes pulsos de potencial. Se muestran los registros de las corrientes obtenidas de un
ovocito inyectado con ARN,, del canal en ND-96 a [K'].= 2mM (A) y las corrientes de ese mismo ovocito en
presencia de [K']. = 96mM (B). Los ovocitos fueron estimulados con pulsos de potenciales de 80 a -130mV y
variaciones de -30mV, a un potencial de mantenimiento de -80mV, el tiempo total de registro fue de 465ms.

A partir de los datos obtenidos en la figura 4.9, se puede observar que variando ¢
incrementando [K '], entre 2 y 102mM (reemplazando directamente Na'/K"), el potencial se
desplazé hacia un potencial de inversion de OmV y a bajas [K']. s6lo una pequefia corriente
entrante fue detectada, (Gréfica 4.2: Curvas Vlma (K Je = 2mmy = f(E)). Por lo que la
corriente en funcidén del potencial inducida por el protocolo de pulsos, indica que TASK-3

. . . . . +
es un canal rectificador saliente, selectivo a iones potasio (K").
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Gréfica 4.2 Selectividad del canal TASK-3 a los iones K. Curvas I/l ([K*]e - ommy = T(E), a
diferentes concentraciones de [K']. = 2, 30 y 102mM, correspondiente a la figura 4.9. Los ovocitos se
estimularon con potenciales de 80 a -130mV y variaciones de -30mV, a un potencial de mantenimiento de
-80mV, n = 5. Las barras representan la desviacion estandar.

Como podemos observar en la grafica 4.3 (Curvas V/lmax € = somv) = f([(K'].)), a
medida que aumenta la concentracion de potasio externa, la corriente del canal TASK-3

disminuye a potenciales depolarizantes (80mV), reduciendo la salida de K™ al medio
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exterior; sin embargo, a potenciales hiperpolarizados (-130mV) este mismo efecto se debe a

la entrada de K" a la célula.
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Gréfica 4.3 Dependencia de la corriente de TASK-3 a la [K™]e. Curvas I/l & - 80mv) = f((K']) a
dos diferentes pulsos de potencial 80 y -130mV. Los ovocitos se estimularon con potenciales de 80 a -130mV
y variaciones de -30mV, a un potencial de mantenimiento de -80mV; n = 5. Las barras representan la
desviacion estandar.

4.4.3 SENSIBILIDAD A LA VARIACION DEL pH EXTERNO

Al analizar el efecto del pH externo (pH.) se observo que las corrientes del canal de
potasio TASK-3 son altamente sensibles a la variacion de éste. Como se puede apreciar en
la figura 4.10 (trazos l/lmax & = somv, pHe = 7.5 = f(t)), al aumentar el nivel de acidez la
actividad del canal se inhibe, observandose una disminuciéon en la corriente de

aproximadamente 80%, a un valor de pH, = 5.66.

— 80 —50 —20 —— 10 —-40 — 130
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1 L |
B 041 B 04 |
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Figura 4.10 Sensibilidad de TASK-3 al pH externo. Trazos I/l & = somv, piie = 7.5) = f(t) a diferentes
valores de potencial. Se muestran los registros de las corrientes normalizadas obtenidas de un ovocito
inyectado con ARN,, del canal en ND-96 a pH = 7.50 (A) y las corrientes de ese mismo ovocito a un pH =
5.66 (B). Los ovocitos fueron estimulados con pulsos de potenciales de 80 a -130mV y variaciones de -30mV,
a un potencial de mantenimiento de -80mV, el tiempo total de registro fue de 465ms.
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A partir de los datos obtenidos de la figura 4.10 se realizé la grafica 4.4 (Curvas de
/lmax € = 8omv, pre = 7.5) = f(E)), donde se muestra la corriente normalizada en funcion del
potencial. Podemos observar la inhibicion de la corriente por acidificacion (7.50-5.66), sin

observar ningtin desplazamiento en el potencial reverso.

—T7.50
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—5.66
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Graéfica 4.4 Sensibilidad de TASK-3 al pH externo Curvas I/l,a (€ = somv, pre = 7.5) = f(E) a diferentes
valores de pH., correspondiente a la figura 4.10. Corrientes registradas de ovocitos expresando TASK-3 en
respuesta a los pulsos de voltaje a diferentes valores de pH.: 7.50, 6.50 y 5.66. Los ovocitos fueron
estimulados con potenciales de 80 a -130mV y variaciones de -30mV, a un potencial de mantenimiento de
-80mV; n =5. Las barras representan la desviacion estandar.

Variando el pHe, en un intervalo de 8.00 a 5.66, se observo la corriente méxima a un
valor de 7.50 (E = 80 mV), pero a pH. = 8.00, la corriente disminuy6 ligeramente,
posiblemente este comportamiento es debido a la protonacion del grupo amino de la
histidina 98, afectando débilmente la conductancia y frecuencia de apertura en el canal. Sin
embargo, cuando se trabajo a pH. = 5.66, algunos ovocitos no resistian y la célula se moria,
ya que a ese valor de pH la membrana se dafiaba y esto impedia seguir trabajando (Gréfica

4.5: Curva I/Imax (E=80mV, pHe =7.5) = f(pHe))
1.2 1
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Gréfica 4.5 Dependencia de la corriente de TASK-3 al pH externo. Curva I/lyax €= somv, phe = 7.5) =
f(pH,). Inhibicién de la corriente registrada a 80mV por el pH, a seis diferentes valores: 8.00, 7.50, 7.00, 6.50,
6.12 y 5.56. Los ovocitos se estimularon con potenciales de 80 a -130mV y variaciones de -30mV, a un
potencial de mantenimiento de -80mV; n = 5. Las barras representan la desviacion estandar.
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A una misma concentracion de potasio externa, la inhibicion de la corriente por el
pHe, parece ser independiente del potencial de membrana. Si se normaliza la corriente a
diferentes potenciales, se observa que a valores de pHe = 7.5, 8.0 y 6.5, la corriente no es
dependiente del voltaje entre los potenciales de membrana de -40 y +80mV, la corriente se
mantiene practicamente constante en cada uno de los pH estudiados. A valores de pH. =
6.12 y 5.66 al parecer existe una ligera dependencia de la corriente por el voltaje entre esos
mismos valores de potenciales de membrana, pero este resultado no es estadisticamente

significativo (Grafica 4.6: Curvas I/lmax pr=75) = f(E)).
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Gréfica 4.6 El efecto del pH, sobre las corrientes de TASK-3 es independiente del voltaje.
Curvas 1//lnax @n = 7.50) = f(E), a diferentes valores de pH. = 7.50, 8.00, 6.50, 6.12, 5.66; n = 5. Las barras
representan la desviacion estandar.

444 EFECTO BLOQUEDOR DEL BARIO Y ROJO DE RUTENIO

Como se observa en la figura 4.11 (trazos I/lmax (€ = somv, [Baz+]e o [RRJe = omMm) = f(1)), al
adicionar una [Ba”"]. de 3mM la corriente disminuy6 aproximadamente 44 % y 72% al
adicionar una [RR]. de 30 uM con respecto al registro control sin la adicion del bloqueador.
La adicion externa tanto de bario ([Ba*"].) como de oxicloro de rutenio amoniacal 6 rojo de
rutenio [RR]. bloquean al canal TASK-3.

Al trabajar con bario se observd que ademas de afectar la activacion de la corriente
por inhibicidon, modifica cinéticamente las corrientes de TASK-3, como se observa en el
trazo correspondiente a la [Ba®], sefialado con una flecha (Figura 4.11). Sin embargo este
cambio en la cinética de apertura del canal no es objeto de este trabajo, por lo que no se

realiz6 ningln analisis para el estudio de este fendomeno.
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Figura 4.11 Inhibicion de las corrientes de TASK-3 por [Ba?']e y [RR]e. Trazos I/l (E = 80mV,
[Baﬂ]e yrrJe = 0) = f(t), a diferentes valores de potencial. Se muestran los registros de las corrientes normalizadas
obtenidas de un ovocito inyectado con ARN,, del canal en ND-96 a pH = 7.5 en ausencia de [Ba*"]. y [RR].
(control); las corrientes de esos mismos ovocitos a una [Ba’‘]. = 3mM y [RR]. = 30uM. La flecha indica la
modificacion cinética del Ba*" sobre las corrientes de TASK-3. Los ovocitos fueron estimulados con pulsos
de potenciales de 80 a -130mV y variaciones de -30mV, a un potencial de mantenimiento de -80mV.

A partir de los registros obtenidos de la figura 4.11, se realizaron las gréaficas 4.6
(Curvas I/lpax ([Ba2+]e y [RR]e = omMm) = f(E)), donde podemos observar el efecto inhibidor de la
corriente por [Ba®']. y [RR]e, sin observar ningun desplazamiento en el potencial de

inversion, ya que este se mantiene constante.
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Graéficas 4.7 Sensibilidad de TASK-3 a la [Ba*]e y [RRIe. Curvas Vlpay s 1y [RR] - omm) = f(E), a
diferentes valores de concentracion, correspondientes a la figura 4.11. Corrientes registradas de ovocitos
expresando TASK-3 en respuesta a los pulsos de voltaje a diferentes valores de [Ba*']: 0.0, 0.3, 3.0mM (A) y
[RR]e: 0.0, 1, 30uM (B), n = 5. Las barras representan la desviacion estandar.
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En las graficas 4.8 (Curvas I/lax (& = 8omv, [Ba%]e y [RrJe = 0) = f(C)), podemos observar
la inhibicion de la corriente de TASK-3 al variar la [Ba*']. entre 0.003 a 3mM y [RR]. de
0.01 a 3uM, el bloqueo se observéd desde el momento de adicionar al inhibidor. Cuando se
trabajo con bario como bloqueador, a concentraciones mayores a 3mM los ovocitos no
resistian los cambios de potencial y la célula se moria; posiblemente a esa concentracion el

2+ - . . . ,
Ba®" dafia la membrana; sin embargo, con rojo de rutenio no se observo ese efecto.
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Graficas 4.8 Dependencia de la corriente de TASK-3 a la [Ba*'], y [RR]e. Curvas I/l (E = 80mV,
[Bazﬂe vy [RRle = ommy = f(C). Inhibicion de la corriente registrada a 80mV por [Baz+]e a cinco diferentes
concentraciones: 0.003, 0.01, 0.3, 1.0 y 3mM (A) y [RR]. a 0.01, 0.3, 1 y 3uM (B). Los ovocitos se
estimularon con potenciales de 80 a -130mV y variaciones de -30mV, a un potencial de mantenimiento de
-80mV, n = 5. Las barras representan la desviacion estandar.

A una misma concentracion de [K']. de 2mM, el valor de la corriente por el efecto
bloqueador de bario y rojo de rutenio parece ser independiente del potencial de membrana.
Si se normaliza la corriente a diferentes valores de potencial, se observa que esta, a una
[Ba®"]. = 0.01 y 0.3mM, asi como [RR]. = 0.3, 1.0uM, no es dependiente del voltaje entre
los potenciales de membrana de -40 y +80mV, manteniéndose la corriente practicamente
constante. Sin embargo, a [Ba®]. = 1, 3mM y [RR]e = 3.0, 10.0, 30.0uM, existe una ligera
dependencia de la corriente por el voltaje entre esos mismos valores de potenciales, pero
estos resultados no son estadisticamente significativos (Grafica 4.9, Curvas I/Imnax E = 8omv,

[Ba2+]e y [RR]e = 0mM) — f(E))
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Gréficas 4.9 El efecto de [Ba*]. y [RR]. sobre las corrientes de TASK-3 es independiente del
voltaje. Curvas I/Imax & - somv, [Ba ]ey[RR]e omm) = f(E), a diferentes valores de concentracion de [Ba’]. = 0.0,
0.01, 0.3, 1.0, 3.0mM (A) y [RR]. = 0.0, 0.01, 0.3, 1.0, 3.0, 10.0, 30.0uM (B); n = 5. Las barras representan la
desviacion estandar.

4.5 EFECTO DEL VENENO DE ALACRAN EN EL CANAL DE POTASIO
TASK-3

Una vez analizado el comportamiento de expresion del canal TASK-3 en la
membrana de los ovocitos, se probaron las diferentes fracciones del veneno de alacran con
el fin de observar su efecto sobre este canal.

Las fracciones se adicionaron directamente en la camara de registro, donde se
encontraba el ovocito expresando el canal TASK-3 de rata. Los ovocitos se estimularon
empleando el protocolo de pulsos descrito en la metodologia y las corrientes se registraron
continuamente durante los ensayos. Antes de probar las fracciones de veneno de alacran se
midio la estabilidad de la corriente durante un tiempo aproximado de 280s, posteriormente
las fracciones se adicionaron y se observé su efecto sobre el canal TASK-3, finalmente se
perfundi6 con al menos 3mL de ND-96, para retirar algin rastro de las fracciones y
determinar si la corriente inicial continuaba con su comportamiento original.

En la figura 4.12 se presenta el cromatograma del fraccionamiento del veneno total
de Centruroides limpidus limpidus el cual se purificé por medio de una cromatografia
mediante exclusion molecular en una columna de 0.9 x 190cm empacada con Sephadex
G50 medio; observando la resolucion de cuatro fracciones, las cuales se probaron sobre el

canal de potasio TASK-3 de rata.
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Figura 4.12 Cromatograma del veneno total de Centruroides limpidus limpidus por exclusién
molecular. Se muestran las cuatro fracciones (I-IV) obtenidas en la separacion de ~400mg de veneno total de
C. limpidus limpidus a través de una columna cromatografica (200 x 0.9cm), empacada con Sephadex G50.
La fase movil estuvo compuesta por amortiguador de acetato de amonio (pH = 4.7, 20mM).

El veneno total de Centruroides limpidus limpidus (CIl), dividido en las cuatro
fracciones se prob6 en una relacion de ~22ug/ulL; en la grafica 4.10 (Curva I/lyax & = somv)
= f(t)) se presenta la resistencia de la corriente del canal de potasio TASK-3 de rata a la
primera fraccion, con excepcion del momento de adicionar la toxina y de perfundir,
practicamente la corriente se mantuvo a un valor constante durante todo el ensayo, incluso
el fenomeno de lavado de corriente no se llega a distinguir, esta fraccién no tuvo ningin
efecto sobre la corriente del canal, por lo que se considera que no tiene ninguna actividad

bloqueadora o activadora.
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Gréfica 4.10 La corriente de TASK-3 es resistente a la fraccion | del veneno de Centruroides
limpidus limpidus. Curva 1/l & = somv) = f(t) @ un mismo potencial de 80mV. Ovocito inyectado con ARN,,
del canal en ND-96 a pH, = 7.5. Adicion de la fraccion (*), perfusion (L1). El ovocito fue estimulado con un
pulso continuo de voltaje de 80mV cada 3s, a un potencial de mantenimiento de -80mV.
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Ese mismo comportamiento se observo en todas las fracciones del veneno de
alacran C. limpidus limpidus, como se muestra en la graficas 4.11 (Curvas I/lyax & = somv) =

f(t)).
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Graficas 4.11 La corriente de TASK-3 es resistente a las fracciones (11-1V) del veneno de
Centruroides limpidus limpidus. Curvas I/lyax & = somv) = f(t) @ un mismo valor de potencial de 80mV. Ovocito
inyectado con ARN,, del canal en ND-96 a pH, = 7.5. Adicion de la fraccion (*), perfusion (1), el valor de
cada intervalo de tiempo se representa con una barra. Los ovocitos se estimularon con un pulso continuo de
voltaje de 80mV cada 3s, a un potencial de mantenimiento de -80mV.

En la figura 4.13 se presenta el cromatograma del fraccionamiento de las fracciones
puras de Opisthacanthus cayaporum (Oc) por medio de cromatografia liquida de alta
resolucion en fase reversa (HPLC-RP), a través de una columna C,g semipreparativa.

Posteriormente cuatro fracciones puras del veneno Opisthacanthus cayaporum (Oc)
se probaron en una relacion de 0.244ug/ul, ya que estas fracciones corresponden a picos
cromatograficos puros. En las graficas 4.12 (Curvas I/Inax (& = somv) = f(t)), se presenta la
resistencia de la corriente de TASK-3 a estas fracciones, observandose el mismo

comportamiento.
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Figura 4.13 Cromatograma de las fracciones puras de Opisthacanthus cayaporum por HPLC-
RP. Las fracciones puras (I-IV) se separaron utilizando una columna de fase reversa sempreparativa C,g, con
gradiente lineal de la solucion A (0.12% de acido trifluoroacético/agua) hasta 60% de la solucion B (0.10% de
acido trifluoroacético/acetonitrilo), en una corrida de 60min, a una velocidad de flujo de 2mL/min.
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Gréficas 4.12 La corriente de TASK-3 es resistente a las fracciones puras (I-1V) del veneno de
Opisthacanthus cayaporum. Curvas I/lyax & = somv) = f(t), @ un mismo valor de potencial de 80mV. Ovocito
inyectado con ARN,, del canal en ND-96 a pH = 7.5. Adicion de la fraccion (*), perfusion (1), el valor de

cada intervalo de tiempo se representa con una barra. Los ovocitos se estimularon con un pulso continuo de
voltaje de 80mV cada 3s, a un potencial de mantenimiento de -80mV.
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En la figura 4.14 se presenta el cromatograma del fraccionamiento de las fracciones
puras de Hadrurus gertschi (Hg) por medio de HPLC-RP a través de una columna Cig

semipreparativa.
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Figura 4.14 Cromatograma de las fracciones puras de Hadrurus gertschi por HPLC-RP. Las
fracciones puras (I-XIV) se separaron utilizando una columna de fase reversa sempreparativa Cig, con
gradiente lineal de la solucion A (0.12% de 4cido trifluoroacético/agua) hasta 60% de la solucion B (0.10% de
acido trifluoroacético/acetonitrilo), en una corrida de 60min, a una velocidad de flujo de 2mL/min.

Finalmente se adiciond sobre el canal de potasio TASK-3 de rata catorce fracciones
puras (I-XIV) del veneno de alacran Hadrurus gertschi (Hg) en una relacion de 0.244ug/ul
directamente en la cdmara de perfusion, sin encontrar ningin efecto de las fracciones sobre
el canal (Graficas 4.13, Curvas I/lmax (& = somv) = f(t)).

Se probaron en total 22 fracciones del veneno de tres diferentes especies de
alacranes, correspondiendo cuatro de ellas al veneno total de C. limpidus limpidus, cuatro a
fracciones puras del veneno de O. cayaporum y 14 fracciones puras correspondientes al
veneno de H. gertschi, sin presentar ninguna actividad bloqueadora o activadora visible

sobre el canal de potasio TASK-3 de rata.
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Gréficas 4.13 La corriente de TASK-3 es resistente a las fracciones (I-X1V) del veneno de
Hadrurus gertschi. Curvas I/l & = somv) = f(t), @ un mismo valor de potencial de 80mV. Ovocito inyectado
con ARN,, del canal en ND-96 a pH = 7.5. Adicion de la fraccion (*), perfusion ([1), el valor de cada
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intervalo de tiempo se representa con una barra. Los ovocitos se estimularon con un pulso continuo de 80mV

cada 3s, a un potencial de mantenimiento de -80mV. A
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5. DISCUSION

Como ya se ha mencionado, el canal de potasio TASK-3 pertenece a una nueva
familia de canales de K* de 4TM/2P, el cual es sobreexpresado en algunas lineas de células
cancerigenas y también se encuentra relacionado en la apoptosis. Sin embargo, aun no se ha
encontrado ningun ligando natural que actle sobre este tipo de canales. Dada la importancia
de este canal se decidio realizar este trabajo con el propdsito de determinar si en el veneno
de los alacranes Centruroides limpidus limpidus, Hadrurus gertschi, y Opisthacanthus

cayaporum existen toxinas que actlen sobre este canal.

5.1 CLONACION DE TASK-3

Para clonar el canal de potasio TASK-3, se extrajo el ARNt del cerebro de rata ya
que se ha reportado su expresion abundante en dicho tejido (Kim, 2005), pues contribuye a
fijar el potencial de reposo en las membranas neuronales. EI ADN, clonado tiene un tamafio
de 1194 nucleotidos y codifica para una proteina de 397 aminoacidos, dos aa méas de la
secuencia reportada. La secuencia de aminoacidos obtenida se compardé con la reportada en
la base de datos (NCBI: NM_053405)" siendo précticamente idéntica (98.7%). En la figura
5.1 se presenta el alineamiento de las secuencias de aminoacidos, tanto de la secuencia
clonada como de la reportada para el canal TASK-3 de rata, donde se observan claramente
estas diferencias, las cuales se encuentran principalmente en medio del tercer segmento
transmembranal. Se insertd6 un aminoacido de mas: la treonina (T) en la posicion 197 y se
observan tres sustituciones de aa: valina (V) por cisteina (C), prolina (P) por leucina (L) y
triptofano (W) por glicina (G) en las posiciones 199, 200 y 201 respectivamente. Todos los
aminoacidos sustituidos son no polares, con excepcion de la cisteina que es un aa polar sin

carga. Finalmente se observa la insercion de una alanina (A) en la posicién 336 la cual se

! http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=pubmed
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encuentra ubicada al final de la cadena, en el lado carboxilo terminal, junto a una serie de

siete alaninas.

MERQMNVERTLSL IACTF TYLLVGALVFDALESDH ENFREEEELEAEEVELRGEVN IS DD YO

NERQMNVRTLIL TACTF TYLLVGAAVFDALESDH ENREEEELFAEEVEL RGEYN ISIDD YO
10 20 30 40 a0 60

OLELVILOAEPHRAGTOWEF AGAF ¥ FATTVITT IGYGHALAP GTDAGEAFCHFY AVLGTIPL

QLELVILOSERPHRAGT QUWEF AGSFYFATTVITT IGYCHALAP GTDAGEAFCHFYAVLGIPL
70 a0 a0 100 110 1z0

TLUHFQSLGERHNTFURYLLKRIKKCCGHRNTE?SHENHUT?GFFSCHGTLCLGAAAFSQC

TLUHFQSLGERHNTFURTLLKRIKKCCGHRNTE?SHENHUT?GFFSCHG—L?PHAAAFSQC
130 140 150 1a0 170 130

EDW3FFHAYYYCF ITLTT IGF GDFVWALOSRGALOREPFYVAF 3FNYILVGLTV IGAF LIL

EDEFFHAYYYCF ITLTT IGF GDFVALQIKGALOREPFYVAF 3F MV ILVGL TV IGAF LIL
130 200 210 220 230 240

VLRFLTMMNTDEDLLEGEVAQTIL AGWPREVV W EVPOS RERHHPHYFLEEYGRTLCYLCFE

VWLEFLTMNTDEDLLEGEVAQIL AGNPREVVYEVPOSFERHHPHYFLEEYGRTLCYLCFF
250 2680 270 280 290 300

GANWEDDDDDD DD AVERV YT TEVPP AV A AL A 00 A3 TPGPITRNVEATVHISCEVEETPF

GANWEDDDDDD DD AVERV W TTEVPFP AV A AL A 80 A—TPGPITRNVEATVHISCEVEETPF
310 3Z0 330 340 350 3a0

DVLENTYFREIFPFGAIPPGHMHTC GENHRLHIRRESI

DVLENTYFEIFPFGAIPPGMHTC GENHRLHIRRESI
37a 380 390

Figura 5.1 Alineamiento de las secuencias de aminoacidos: clonada y reportada. Se presenta en
la parte superior la secuencia de aminoécidos clonada en este trabajo comparada con la secuencia reportada,
parte inferior (NCBI:NM_053405) del canal TASK-3 de rata. Los aminoécidos que pertenecen a los
segmentos transmembranales se encuentran subrayados y los formadores del poro se encuentran con letras
azules. Los aminodcidos diferentes se presentan en letras rojas.

Recientemente se reportd que una mutacion puntual (M159A) al inicio del tercer
segmento transmembranal del canal de potasio TASK-3 de humano, que tiene una
identidad de aproximadamente el 74% con el canal TASK-3 de rata, elimina la sensibilidad
por anestésicos volatiles y reduce la actividad del canal, sin afectar su sensibilidad al pH.

(Andres-Enguix, et al., 2007). Sin embargo, en la secuencia de aa clonada del canal TASK-
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3 de rata al inicio del tercer segmento transmembranal se presenta también una M, la cual
permanecio inalterada en la secuencia del canal. La insercion y sustitucién de estos
aminoacidos no afectd la expresion del canal y por la posicion de estas mutaciones
puntuales se piensa que no alterarian su funcién; lo que nos permitié continuar con los
pasos subsecuentes del proyecto sin tener duda alguna de la integridad en la secuencia del
canal TASK-3 de rata.

5.2 EXPRESION Y CARACTERIZACION DE TASK-3

El canal de potasio TASK-3 ha sido expresado en células COS-7, HEK293 y en
ovocitos de X. laevis, formando un canal de potasio funcional (Chapman et al., 2000; Rajan
et al., 2000; Kim et al., 2000). En este trabajo, el canal TASK-3 de rata se expreso y
caracteriz6 en ovocitos de la rana X. laevis por el facil manejo de estas células. Se siguid el
protocolo para trabajar con estas células (Wagner et al., 2000), donde el ARN, se sintetiz6
a partir del ADN, obtenido y cerca de 2ng se inyectaron en cada ovocito desfoliculado;
después de 24h se observo la expresion de los canales empleando la técnica de fijacion de
voltaje con dos electrodos (TEVC). Se registraron corrientes alrededor de los 10uA en
ovocitos inyectados con ARN, en comparacion con los ovocitos controles, inyectados con
H.O o sin inyectar, que presentaron siempre corrientes menores a 0.2uA a un potencia de
80mV, por lo que la expresion del canal se llevo a cabo de forma exitosa como se encuentra
reportado en la literatura (Kim, 2005).

El canal TASK-3 se expresa de forma funcional en los ovocitos de X. laevis, debido
a que nuestros datos concuerdan con los datos reportados en la literatura a cerca del
comportamiento de este canal expresado en ovocitos. De acuerdo a lo publicado por
Chapman, et al. y Rajan et al. (2000) TASK-3 es un canal selectivo a iones potasio debido
a que el potencial se desplaza hacia un valor de OmV cuando aumenta la concentracion de
potasio externa.

La sensibilidad al pH extracelular es una propiedad caracteristica de este tipo de
canales. Se ha reportado que a un valor de pH. = 7.4 se observa la corriente maxima, la cual
disminuye ~75% a un valor de pH. de 6.5 (Kim et al., 2000; Chapman et al., 2000). Tal
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como se indica, el canal TASK-3 clonado es sensible a la variacion del pHe, ya que a
medida que aumenta el nivel de acidez en el medio, el valor de las corrientes disminuye. La
corriente maxima se presentd a un valor de pH. de 7.5, y disminuyé ~80% cuando se
trabajé a pHe. = 5.66; a este valor de pH algunas células no resistian y morian, ya que la
membrana del ovocito comienza a dafiarse. Sin embargo, a un valor de pHe = 6.5 la
corriente disminuyd Unicamente el 20%, observandose a pH. de 6.12 una rapida
disminucion en la corriente del 55%, respecto a la corriente maxima registrada a un E =
80mV y pH. = 7.5. Un residuo de histidina (H98), localizado dentro de la secuencia del
filtro de selectividad al ion K* (TIGYGH), presente en la secuencia del canal iénico TASK-
3 clonado, confiere la sensibilidad al pHe (Kim et al., 2000; Rajan et al., 2000). Es posible
que la histidina se protone causando un cambio en la interaccion entre ésta y los
aminoéacidos en la region externa del poro, regulando la maquinaria de apertura lo cual
afecta la conductancia y la frecuencia de apertura en el canal (Kim, 2005).

Finalmente, el empleo de Ba** y rojo de rutenio (oxicloro de rutenio amoniacal)
como bloqueadores de TASK-3 confirmaron la identidad del canal. Se ha reportado que a
una concentracion externa de bario de 3mM disminuye la corriente ~57% (Kim et al.,
2000), estos iones pueden moverse parcialmente dentro del canal (pero no pueden penetrar)
e interactGia con otros iones cercanos al poro, blogueando la entrada de K" al filtro de
selectividad (Grigorcz y Schwarz, 1985). El rojo de rutenio a 10uM bloquea las corrientes
de TASK-3 (70%), uniendose a un residuo de glutamato (E70) en las dos subunidades o
que forman el poro (Czirjak y Enyedi, 2002a y b). Nuestros resultados mostraron una
disminucién en las corrientes de ~44% con [Ba*']. y ~64% con [RR]., trabajando a las
concentraciones reportadas. El bario y el rojo de rutenio no son inhibidores especificos de
TASK-3, ya que inhiben a otros canales, siendo inadecuados para el estudio de TASK-3 en
sistemas vivos (Czirjak y Enyedi, 2002b, c; Kim, 2005), es por ello la importancia de
buscar blogueadores o activadores especificos del canal TASK-3 que nos permitan obtener
una mejor comprension del funcionamiento de este tipo de canales en células y/o tejidos.

Durante el estudio de caracterizacion de TASK-3 se observé que su actividad
disminuia espontaneamente con el tiempo, este fenomeno Ilamado “lavado de corriente”, es
una caracteristica comin mostrada por un ndmero de canales idnicos, incluyendo ciertos
tipos de canales de Na*, K*, CI" y receptores de GABAA y NMDA (Zhen et al., 2006). La
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actividad del canal desaparece cuando la membrana es perturbada y excitada o la célula es
dializada internamente, causando en algunos casos cambios en el comportamiento de
apertura de algunos canales ionicos; la pérdida de factores citoplasmaticos, cambios de
desfosforilacion por proteina cinasa A y protedlisis dependiente de Ca®* son algunos de los
mecanismos que ocasionan este comportamiento (Tang y Hoshi, 1999). Este proceso es un
fendmeno biolégicamente interesante porque ilustra la regulacién de la actividad del canal
por factores intracelulares. Sin embargo, es también experimentalmente inconveniente, ya
que interfiere con la recopilacion de datos registrados en toda la célula. EI fenémeno de
lavado de corriente se presentd débilmente en el canal TASK-3 clonado (disminucion del
4% de la corriente en 300s), por lo que no se realizd ninguna correccién en la corriente,
pero en el estudio del efecto del veneno de alacran sobre el canal TASK-3 se utiliz6 un
protocolo de pulsos distinto al empleado para la caracterizacion del mismo.

Los resultados obtenidos tanto en la secuencia del canal de potasio TASK-3 de rata
clonado asi como su caracterizacion, tienen un comportamiento similar al canal reportado
en la literatura. Sin embargo, en todos los casos analizados existen diferencias, incluso el
comportamiento de lavado de corriente no se encuentra reportado, sugiriendo que el canal
clonado TASK-3 de rata podria tratarse de una isoforma del canal. Para poder afirmar este
resultado tendriamos que realizar algunos experimentos para verificar que efectivamente se
trata de una isoforma, o bien, estos cambios son causados por alguna de las alteraciones

mutacionales hecha sobre la secuencia del canal TASK-3.

5.3 EFECTO DEL VENENO DE ALACRAN SOBRE TASK-3

Gran parte del conocimiento sobre los canales idnicos de potasio ha sido elucidado
usando péptidos-ligandos especificos aislados del veneno de varios animales ponzofiosos
como el alacran. Estos peéptidos son herramientas de gran utilidad molecular que
contribuyen a obtener un mejor entendimiento de la biofisica y farmacologia de los canales
ionicos, abriendo nuevas lineas de investigacion. Por lo que parte de este proyecto fue
probar fracciones totales y parciales del veneno de dos especies de alacranes que habitan en

la Republica Mexicana: Centruroides limpidus limpidus, Hadrurus gertschi, y uno
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originario de Brasil: Opisthacanthus cayaporum, sobre el canal de potasio TASK-3. Sin
embargo, ninguna de las 22 fracciones probadas presento actividad sobre el canal.

Existen alrededor de 100 subtipos de canales de K* (Miller, 2000) y solo se han
encontrado un namero relativamente pequefio de péptidos que afectan la funcion de estos
canales, actuando principalmente sobre canales de K" activados por voltaje o calcio. Hasta
la fecha se han caracterizado toxinas que contienen de 22 a 60 residuos de aminoacidos
unidos a través de 2-4 puentes disulfuros (Rodriguez y Possani, 2004) que juegan un papel
indirecto en la bioactividad del péptido. En particular, cada mitad de cisteina de la molécula
contribuye a la estabilizacion y rigidez de su estructura (Drakopoulou et al., 1998;
Pennington et al., 1999), reduciendo su flexibilidad e incrementando la eficacia del blogueo
al canal ionico. Las toxinas de cadenas cortas de 23 a 42 aa, modifican la funcion
predominantemente de canales de potasio (Possani et al., 1999b; Garcia et al., 1999). Como
se menciond en la introduccién, las toxinas se han clasificado dentro de ocho categorias
dependiendo de su arreglo estructural, siendo todas activas sobre los canales de K*, debido
a la gran diversidad que estos presentan.

Algunas caracteristicas de la estructura primaria, mas que el arreglo tridimensional,
son determinantes importantes para el grado de reconocimiento y unién a varios tipos de
canales de K" (Anderson et al.; 1988). El reconocimiento depende de ciertos residuos de
aminoéacidos localizados en puntos especificos de la toxina, que se unen con gran afinidad
al vestibulo externo del poro del canal y bloguean la conduccién idnica mediante una
oclusion fisica sin afectar la cinética (Miller, 1998; Mackinnon y Miller, 1988; Mackinnon
y Miller, 1989; Giangiacomo et al., 1992), a través de una reaccion bimolecular reversible
favorecida por interacciones electrostaticas e hidrofobicas (Stocker y Miller, 1994). Se
propone que estos peptidos pueden tener en comun algun factor molecular clave como una
diada funcional (Possani et al., 1999b; Dauplais et al., 1997) o una agrupacién de residuos
basicos de aminoacidos (Mouhat et al., 2004b).

La tipica diada esta compuesta por un residuo de lisina (K) la cual interactta con el
poro del canal y un residuo de aa aromético (tirosina (Y) o fenilalanina (F)) o alifatico (L)
altamente conservados (Possani et al., 1999b; Dauplais et al., 1977; Gasparini et al., 1998),
separados por una distancia de aproximadamente 7A°. El residuo de K se encuentra atraido

hacia el centro de un anillo de grupos carbénilicos compuesto de cuatro residuos de aa
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(&cido aspartico (D) o acido glutamico (E)) (Mouhat et al., 2004b; M"Barek et al.; 2003;
Jouirou et al.; 2004b), cada uno pertenece a una de las cuatro subunidades-a. que forman a
un canal de K* funcional. El residuo critico aromatico o alifatico de la diada funcional
interacciona, via fuerzas hidrofébicas, con un grupo de residuos aromaticos (Y y W), que
pertenecen a una Unica subunidad-o. del canal de K*. Algunas toxinas exhiben triadas en
vez de diadas y pueden adoptar mas de una posicion simple de acoplamiento sobre el poro
del canal (Dauplais et al., 1997).

Se evidencié un anillo de residuos basicos de aa presente en varias toxinas que
actian sobre canales de K* del tipo Ky (por ejemplo Pil, Pi2 (Mouhat et al., 2004b) y Pi4
(M’Barek et al., 2003), del veneno de alacran Pandinus imperator), que podria jugar un
papel fundamental en el reconocimiento e interaccidon de las moléculas con la region del
torrete del canal. Donde cuatro a cinco residuos bésicos (arginina (R) o K) pueden
estabilizar la interaccion con el canal, via formacion de un puente salino, con residuos
especificos de aminoacidos (W, I, P) en las cuatro subunidades-a del canal (Xu, et al.,
2003), sin descartar la presencia de algunas variaciones en el numero de residuos que
componen al anillo basico de otras toxinas. Ademds, se han encontrado otros tipos de
interacciones de las toxinas con los canales ionicos: de un modo “similar a apamina”
(residuos basicos en la hélice-a)) y de toxinas especificas hacia canales ERG, donde la
toxina se une por el vestibulo exterior del canal, tanto al segmento transmembranal cinco
(S5) como al seis (S6), sin ocluir fisicamente el poro (Pardo et al., 2002; Rodriguez y
Possani, 2004).

Como ya se ha mencionado, TASK-3 es un dimero de cuatro segmentos
transmembranales y dos dominios formadores del poro (4TM/2P), en contraste con los
otros canales de potasio que son tetrameros y cuya cadena polipeptidica contiene seis
segmentos transmembranales (S1-S6) y un solo domino formador del poro (6TM/1P), y de
los cuales se han determinado toxinas con actividad bloqueadora. Los segmentos S5 y S6
junto con el asa que los une forman la region del poro, la cual esta formada por el torrete, la
hélice del poro y el filtro de selectividad, constituyendo los elementos que confieren la
selectividad al canal y el sitio receptor de toxinas.

Al comparar la secuencia de aa de la region de los dos poros del canal TASK-3 con
otros canales de potasio, que son bloqueados por toxinas (Figura 5.2), podemos observar
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que el canal TASK-3 no presenta la region del torrete (letras rojas), ya que no existe una
homologia en la secuencia de aa en dicha region. Respecto a la region de la hélice del poro
(letras azules) existe muy poca relacion en las secuencias de aa, con una identidad de
aproximadamente el 30% para ambos poros (analisis de LALIGN). Para las regiones del
filtro de selectividad (letras rosas) se observo una identidad del 66.7% para el P1 y del
55.6% para el P2 con respecto a la secuencia del canal Shaker. Se reportd que mutaciones
en la region de filtro de selectividad, causa una disminucion en el blogueo de la toxina
hacia canales de potasio Kv1 (Gilqui et al., 2005). Posiblemente esta posicion es critica
para la union de la toxina por medio de la diada funcional, donde se localiza principalmente
el residuo aromatico Y (letras verdes), el cual no se encuentra presente en ninguna de las
dos secuencias de los poros de TASK-3. Sin embargo, esta no es la Unica interaccién de las

toxinas con los canales de K™,

Evl.1l TEA EAEEAE SHE 33T PDAFTN AL SMT TVEY GDMY PVTWVIGEEIVGEELC-
Shaker TEA EAGSEN EFF EST PDAFWL AV TMT TWEY GOMT PVEMGET WV EILO ——
Kcsh VLA ERGAPGAQLITY PRALWW SVE TAT TWVEYCELY EVTLWGR—————C——
TASK-3 (P1l) ALE---(38 aa)--- SEPHRAGVQWEFAGSEFYEATTVITTIGY ZHAAPGTDASE -~ —AFCHME
TASK-3 (P2) 50C EDWEFFHAY Y Y CEFITLT TIGEFEDEWVALQSRGATOREPE Y-

Figura 5.2 Comparacion de la secuencia de aminoacidos de la region del poro de TASK-3 con
otros canales de potasio. Se presentan subrayados los Ultimos y los primeros aa de los segmentos
transmembranales que limitan la regién del poro. La region del torrete se presenta en letras rojas, la regién de
la hélice del poro con letras azules, la regién del filtro de selectividad se presenta en letras rosas oscuro y en
letras verdes un sitio de unién de la toxina por medio de la diada funcional. (Pardo et al., 2002; Gilquin et al.,
2005).

Del veneno Centuroides limpidus limpidus se conocen seis toxinas que bloguean
canales de K*, dos de ellas clasificadas como a-KTx que bloquean al canal mediante el
mecanismo de la diada funcional y las otras cuatro son y-KTx, que bloquean canales ERG
(Corona, et al. 2002; Rodriguez y Possani, 2004). Recientemente se caracterizo la primera
toxina del veneno Hadrurus gertsch, especifica para un canal de potasio dependiente de
voltaje: Shaker (Schwartz, et al., 2006). Esta corresponde a una de las fracciones puras
(HgVII, Figura 4.5), probada sobre el canal de potasio TASK-3. La toxina tiene una
secuencia de 36 aa con cuatro puentes disulfuros y de acuerdo a sus caracteristicas se
clasificd como a-KTx (a-KTx 6.14); este tipo de toxinas interaccionan con el canal por
residuos de la “diada funcional”. Del veneno Opisthacanthus cayaporum hasta la fecha no

se conoce ninguna toxina que bloquee alguno de los canales ionicos de K.
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Encontrar un ligando con actividad hacia el canal TASK-3 no serd una tarea facil,
pero tampoco imposible. Ademas, las toxinas han evolucionado con el transcurso del
tiempo, por lo que claramente se puede distinguir distintos motivos estructurales presentes
en todo el reino animal, mostrando factores convergentes moleculares y homologia
funcional, lo cual nos da pauta para continuar con nuestro proyecto.

Una alternativa a este proyecto de investigacion es disefiar ligandos especificos para
este canal, por medio de aproximaciones estructurales basadas en la transferencia de un
motivo de aminoacidos de unién, a menudo referidos como sitios clave o probables, dentro
del ligando de referencia. Los ligandos deben tener propiedades estéricas y electrostaticas
compatibles con la proteina y ser capaces de reproducir la topologia funcional de ese
motivo, independientemente de su estructura secundaria. La identificacion de ligandos se
obtiene buscando sistematicamente en el banco de datos para proteinas (NCBI). Esta
aproximacion se utilizé para disefiar ligandos capaces de bloguear el canal Kv1.2 (Magis et
al., 2006).
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6. CONCLUSIONES

El canal TASK-3 de rata se cloné y se obtuvo una secuencia de aminoacidos

practicamente idéntica (98.7%) a la reportada en la literatura.

El canal TASK-3 al ser expresado y caracterizado, en ovocitos de X. laevis
empleando la técnica de TEVC, se comportd ligeramente diferente al reportado en la
literatura, por lo que esos cambios en la secuencia podrian haber alterado su

comportamiento electrofisioldgico, o bien, podria ser una isoforma del canal.

El canal TASK-3 present6 ligeramente el fendmeno de lavado, donde la corriente no

se mantuvo a un valor constante y disminuyé con el tiempo.

Al evaluar las fracciones del veneno de las tres diferentes especies de alacranes:
Centruroides limpidus limpidus, Hadrurus gertschi y Opisthacanthus cayaporum sobre el
canal de potasio TASK-3 de rata, no se encontré ningun efecto blogueador o activador

evidente en estas fracciones totales o parciales.
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PERSPECTIVAS

1.- Verificar si el canal de potasio TASK-3 de rata clonado es una isoforma del

canal.

2.- Probar el veneno de diferentes especies de animales ponzofiosos, con el fin de

encontrar fracciones con actividad bloqueadora o activadora sobre el canal TASK-3 de rata.

3.- Purificar la (s) fraccion (es) y secuenciar el (los) péptido (s) de interés.

4.- Evaluar el efecto de la (s) toxina (s) heter6loga (s) en:
a) Canales de potasio TASK-3 de rata, raton y humano.
b) Canales de potasio 4TM/2P.
¢) En otras familias de canales de potasio.
d) En diferentes lineas celulares de cancer.
e) En modelos bioldgicos para determinar si tiene alguna actividad in vivo.

5.- Realizar mutaciones sitio dirigidas en la (s) toxina (s) bloqueadora (s) o

activadora (s) del canal TASK-3 para evaluarla (s) electrofisiologicamente para determinar

los aminoacidos clave en la union al canal.
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Preparacion de medios:

APENDICE

Medio salino de fosfato Dubelco (DPBS)
COMPUESTO CONCENTRACION CANTIDAD (mg)
FINAL (M) PARA UN 1L
KCI 0.0027 200
K,HPO,! 0.001 200
NaCl? 0.13 8 000
Na,HPO,* 0.008 1143.63
pH = 7.4 con HCI* diluido.
Medio SOC
COMPUESTO CONCENTRACION (g/mL)
Bacto-triptona 0.21
Extracto de bacto-levadura 0.005
NaCl 5.263 x 10™
Glucosa 3.6

pH = 7.0 con NaOH? 5N

Medio Luria- Bertani (LB)

COMPUESTO CONCENTRACION (g/mL)
Bacto-triptona’ 0.01
Extracto de bacto-levadura® 0.005
NaCl 0.01
Agar’ 0.015 (s6lido)

pH = 7.0 con NaOH 5N

Amortiguadores para el miniprep y

1J.J. Baker (R.A))
% Sigma (R.A)
*DIFCO

maxiprep:
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Amortiguador P1

COMPUESTO CONCENTRACION CANTIDAD POR
(M) 1L
Tris base 0.05 6.069
EDTA.2H,0 0.011 3.729
RNAsa A 1.45 x 10” 100mg

pH = 8.0 con HCI diluido

Amortiguador P2

COMPUESTO CANTIDAD POR 1L
NaOH 8g (0.02M)
SDS 50mL (al 20%)
Amortiguador P3
COMPUESTO CONCENTRACION CANTIDAD (g)
(M) POR 1L
KCH3;COO 3.0 294.5

pH = 5.5 con acido aceético glacial (~110mL)

Amortiguador QBT
COMPUESTO CANTIDAD POR 1L
NaCl 43.83g (0.75M)
MOPS (libre de acido) 10.469 (0.05M)
Isopropanol 150mL (1.97M)
Triton X-100 15mL (10%)
Amortiguador QC
COMPUESTO CONCENTRACION CANTIDAD POR
(M) 1L
NaCl 1.0 58.44¢
MOPS (libre de 0.05 10.469
acido)
Isopropanol 1.97 150mL
pH=7.0
Amortiguador QF
COMPUESTO CONCENTRACION CANTIDAD POR

(M)

1L
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NaCl 1.25 73.05g
Tris base 0.05 6.069
Isopropanol 1.97 150mL
Medios para Electrofisiologia:
ND-96
COMPUESTO CONCENTRACION CANTIDAD POR
FINAL (mM) 1L (g)
NaCl 100 5.845
KCI* 2 1.149
CaCl,’ 1.8 0.2646
MgCl,’ 1 0.2033
HEPES® 5 1.191

pH =5.66, 6.12, 6.50, 7.00, 7.40, 7.50 y 8.00 con NaOH 1M.

Con Gentamicina 50ug/mL

RO-2 “libre de calcio”

COMPUESTO CONCENTRACION | CANTIDAD PARA
FINAL (mM) 1L (g)
NaCl 82.5 4.82
KCI 2 0.149
MgCl, 1 0.203
HEPES 5 1.1191

pH = 7.0 con NaOH 1M

*Sigma (R.A.)
®J.J. Baker (R.A))
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