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I. INTRODUCCION

Los venenos de muchos organismos que incluyen serpientes, arafias, peces
y algunas especies de mamiferos, constituyen mecanismos de defensa o armas
bioldgicas para la captura de sus presas.

El veneno de los caracoles predadores marinos pertenecientes al género
Conus contiene una fuente rica de peptidos bioldgicamente activos. Estos
péptidos (denominados conopéptidos) son ligandos potentes de canales idnicos y
receptores acoplados a proteinas G, por lo cual, se presentan como herramientas
farmacologicas para la investigacion neurofisiologica y como farmacos
potenciales.

Sin embargo, la aplicacion de los conopéptidos en la investigacion se
encuentra limitada por la escasa obtencion de éstos a partir de sus fuentes
naturales, la cual en muchos casos, resulta insuficiente o inviable. Debido a esto,
la produccion de péptidos a través de técnicas de DNA recombinante es una
estrategia efectiva para la obtencion de los conopéptidos en cantidades
apreciables (1 mg), para su posterior utilizacion en los ensayos bioldgicos y
moleculares (Zhang et al., 2011).

i.i Phylum Mollusca

i.i.i Generalidades

Existen descritas cerca de 50,000 especies de moluscos actuales y 60,000
fésiles, aunque se estima que solo corresponden a la mitad del total de las
especies existentes (Brusca & Brusca, 2003).

Los moluscos incluyen muchos de los invertebrados mejor conocidos. Las
conchas de algunos de éstos han sido colectadas desde tiempos antiguos y
utilizadas como herramientas, contenedores, instrumentos musicales, moneda,
fetiches y objetos decorativos. Las formas mas conocidas son las almejas, las
ostras, los calamares, los pulpos y los caracoles (Rupert, 1969). Actualmente, las
naciones con zonas costeras comercian con millones de toneladas de moluscos
para la alimentacion (Brusca & Brusca, 2003).
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i.i.ii  Plan corporal

e Protostomados celomados, sin segmentacion, con simetria bilateral (o
secundariamente asimétricos).

e El celoma esta limitado a pequefios espacios alrededor de los nefridios,
corazon y parte del intestino.

e La principal cavidad del cuerpo es el hemocele (sistema circulatorio
abierto).

e Las visceras estan concentradas dorsalmente en una masa visceral.

e El cuerpo esté recubierto por una gruesa capa epidermo-cuticular de piel,
denominada manto, que forma una cavidad (la cavidad del manto) que
alberga los ctenidios, osfradios, nefridioporos, gonoporos y el ano.

e El manto posee glandulas que secretan espiculas epidérmicas calcareas,
placas o conchas.

e EIl corazon reside en una cdmara pericardica, con ventriculos y auriculas
separadas.

e Poseen un pie muscular grande y bien definido, frecuentemente plano o
lenguado.

e Region bucal con radula.

e Intestino completo, con una especializacion regional bien definida,
incluyendo un extenso ciego digestivo.

e Con metanefridios grandes y complejos.
e Embriogenia tipica de Protostomados.

e Con larva trocofora y generalmente larva veligera.

i.i.iii - Filogeniay Taxonomia

El registro fosil se extiende a 500 millones de afios y sugiere que los
moluscos se originaron durante el Precambrico. Diversas teorias sobre este
origen han sido propuestas con los afos, las cuales caen generalmente en tres
categorias: i) los moluscos se originaron a partir de un gusano plano ancestral; ii)
el antepasado consiste en un protostomado celomado no segmentado; iii) 0 un
ancestro segmentado, probablemente ancestro comdn de los anélidos. La primera
teoria, denominada “Teoria de los turbelarios”, se basa en la homologia y
similitud en el tipo de locomocion entre moluscos y gusanos planos, sugiriendo
que los moluscos fueron el primer grupo de celomados protostomados o que
comparten un ancestro comun con los primeros celomados. Sin embargo, muchos
autores consideran que la cavidad del pericardio en los moluscos primitivos
corresponde a la de un ancestro que ya poseia un celoma.
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La segunda teoria se fundamenta en estudios ontogenéticos y propone que
el grupo hermano de los moluscos es el de los sipunculidos. La tercera teoria
implica que los primeros moluscos eran celomados con segmentacion similar a la
de los anélidos. Esto se basa en estudios moleculares de rRNA 18s (Brusca &
Brusca, 2003).

Las figuras siguientes muestran la filogenia y taxonomia entre las siete
clases del phylum:

i i iii iv v Vi Vii

. Aplacophora
ii. Polyplacophora
iii. Monoplacophora
iv. Gasterépoda

v. Cephalopoda

vi. Bivalvia

vii. Scaphopoda

Figura 1. Filogenia del Phylum Mollusca.

Phylum Mollusca

Clase Aplacophora
Subclase Chaetodermomorpha
Subclase Neomeniomorpha
Clase Monoplacophora
Clase Polyplacophora
Orden Lepidopleurida
Orden Ischnochitonida
Orden Acanthochitonida
Clase Gasteropoda
Subclase Prosobranchia
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Orden Archaeogasterépoda
Orden Mesogasteropoda
Orden Neogasteropoda
Subclase Opisthobranchia*
Subclase Pulmonata
Orden Archaeopulmonata
Orden Basommatophora
Orden Stylommatophora
Orden Systellommatophora
Clase Bivalvia
Subclase Protobranchia
Orden Nuculida
Orden Solemyida
Subclase Lamellibranchia
Superorden Filibranchia
Superorden Eulamellibranchia
Orden Paleoheterodonta
Orden Veneroida
Orden Myoida
Sublcase Anomalodesmata
Clase Scaphopoda
Clase Cephalopoda
Subclase Nutiloidea
Subclase Coleoidea
Orden Sepioida
Orden Teuthoida
Orden Octopoda
Orden Vampyromorpha

* Se considera un taxdon polifilético, pero todavia es utilizado en la
clasificacion tradicional.
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i Clase Gasteropoda

Comprende la clase mas diversa entre los moluscos con 40 000 especies
actuales y 15 000 en el registro fosil. Incluye a todos los caracoles y babosas del
habitat marino, agua dulce y medio terrestre. La principal sinapomorfia del grupo
consiste en la torsion de la masa visceral sobre el pie y la cabeza durante el
desarrollo.

Presentan &rea cefalica (cabeza), un pie musculoso ventral y una concha
dorsal (que puede reducirse o perderse en algunas especies). La mayoria son
organismos herbivoros, aunque algunos son carnivoros depredadores o
carrofieros. La cavidad del manto se situa en la region anterior. Como
consecuencia de la torsion pierden el osfradio y ctenidio derechos
(Prosobranquios), evitando asi que el ano contamine las estructuras sensoriales;
otros pierden ambos ctenidios (Opistobranquios) y respiran a traves de branquias
tegumentarias posteriores. En el caso de las formas terrestres (Pulmonados) se
pierden los ctenidios y la cavidad del manto se ha convertido en pulmon. Son
asimetricos en consecuencia del proceso de torsion; tienen un sistema nervioso
muy desarrollado; pueden ser dioicos o hermafroditas, en ambos casos
presentando una sola gonada (Brusca & Brusca, 2003).

Los gasteropodos actuales se dividen en tres subclases:

e Prosobranchia: Contiene a la mayor parte de las especies y se caracteriza
por que las branquias, el ano y la cavidad del manto se encuentran en la
parte anterior del cuerpo.

e Opisthobranchia: Presentan una reduccion o ausencia de la concha y
muchas especies han adoptado una simetria bilateral secundaria. Muchos
han desarrollado una existencia pelagica o natatoria.

e Pulmonata: Predominantemente terrestres y de agua dulce. La cavidad del
manto se ha modificado en un saco respiratorio; en algunos casos carecen
de concha. Todos son hermafroditas. No presentan estados larvarios
durante el desarrollo.

idi.i La concha

La caracteristica externa més evidente de los gasteropodos es la concha.
Es una estructura conica compuesta de espiras tubulares que contienen en su
interior la masa visceral del individuo. La concha protege los 6rganos internos
subyacentes y se origina como producto de secrecion del epitelio superficial del
manto (Rupert & Barnes, 2003). Su formacion comienza durante el estadio
larval, trascendiendo de una capa plana a una espiral y finalmente a una forma
conica.

La concha esta conformada por tres capas (periostraco, mesdstraco y
enddstraco) y se compone principalmente de carbonato de calcio que se precipita
en forma de sales de calcita y aragonita (Brusca & Brusca, 2003).
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Se denomina concha dextrogira cuando la torsion se desarrolla en el
sentido de las manecillas del reloj y levdgira si es en contrasentido. En algunas
especies la concha se ha reducido o esté ausente.

apice
{

cuerdas espinas
espirales
espira nédulos

columela

canal
posterior

costillas
axiales

sutura

----- soull - 778 abertura

callo
columelar

labio

liegues "
picg interno

columelares

canal sifonal (anterior)

Figura 2. Esquema de la concha de un gasterépodo.

idi.ii La cabeza
El area cefalica se encuentra bien desarrollada, la boca es mas o menos
terminal y contiene en su interior una radula que puede presentar formas muy

variadas acorde con el tipo de alimentacion. Algunos depredadores como los
conidos, presentan una proboscide distensible.

Casi todos los gasteropodos tienen un par de tentaculos con 0jos o
estructuras quimioreceptoras en sus apices (Meiglitsch, 1972).

TRIT El pie

Es una estructura muscular ventral que permite la locomocion. Secreta una
gran cantidad de soluciones mucosas. Los musculos forman una estructura que se
adhiere a la concha y al manto ventral en distintos angulos y actua en armonia
para levantar y bajar la base del pie o para acortarse en direccion vertical o
trasversal. Las ondas de contraccion hacen que el organismo se mueva de atras
hacia delante (ondas directas) o de adelante hacia atras (ondas retrogradas). Sin
embargo, en algunas especies los movimientos presentan una complejidad mayor
(Brusca & Brusca, 2003).
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Lii.iv Alimentacion
La enorme radiacion adaptativa de los gasterépodos ha desembocado en
una variedad de habitos de alimentacion. Presentan un aparato digestivo
completo compuesto por boca, cavidad bucal (donde se encuentra la rédula),
esofago, estdmago, intestino y ano. Existen glandulas asociadas a la parte
anterior del aparato digestivo que secretan enzimas y lubricante sobre la radula,
denominadas glandulas salivales.

La gran mayoria de los gasteropodos son micrdéfagos, raspando con sus
radulas las superficies de rocas, algas o animales sésiles y objetos similares, pero
algunos otros se alimentan del detritus o son carnivoros depredadores o
carroferos.

En términos alimenticios, los gasteropodos méas desarrollados
corresponden al grupo de los conidos. En éstos la radula se ha modificado como
una serie de arpones huecos cuya funcion cosiste en inyectar una potente mezcla
de toxinas en la presa (Brusca & Brusca, 2003).

Esfinter

Glandula
.
mesogastrica

Figura 3. Esquema del sistema digestivo de un gasteropodo. Modificado de
Brusca & Brusca, 2003.
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Dientes ) Dientes medios
marginales _ Dientes laterales

Dientes medios  Dientes Dientes medios Dientes laterales
\ laterales

A | / Dientes marginales

Figura 4. Algunos tipos de radulas. A: Ripidoglosa; B, D: Tenioglosa; C:
Toxoglosa (cénidos); E: Raquiglosa. Modificado de Brusca & Brusca, 2003.

(RTRY Sistema circulatorio e intercambio gaseoso

Todos los gasteropodos presentan un sistema circulatorio abierto
(denominado hemocele) dentro del cual se encuentran las branquias. En el caso
de los pulmonados, la cavidad del manto se ha desarrollado como un saco aéreo
que permitio la radiacion de los gasterépodos al medio terrestre.

Al igual que otros phyla de invertebrados, la hemolinfa comprende una
serie de células denominadas amebocitos que tiene una funcion anéloga a los
leucocitos de los vertebrados.

El corazon se localiza dorsalmente en la cdmara pericardica y esta
compuesto por un par de atrios y un solo ventriculo (Brusca & Brusca, 2003).

11
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Vasos branquiales
Vaso branquial aferente Aorta cefalica
Vaso branquial eferente //\ - : Vena nefridiocardiaca

Osfradio

Sifén ¥\ digestiva
Arteria paleal b-.
Margen del manto (44 & E{‘,\
g & )
< ’
\\’ Ventriculo
. = — Aorta visceral
Arteria podal N -
) \’R-\?Opel culo

Figura 5. Sistema circulatorio de un gasterépodo. Modificado de Brusca &
Brusca, 2003.

i.ii.vi Estructuras de excrecion

Las estructuras basicas de excrecion comprenden un par de metanefridios;
el nefrostoma se abre al celoma pericardial via el ducto renopericardio, y el
nefridioporo descarga en la cavidad del manto cercana al ano (Brusca & Brusca,
2003).

i.ii.vii Sistema nervioso

El sistema nervioso comprende tres pares de ganglios cercanos al esofago.
Los ganglios cerebrales se encuentran por encima del esdfago, los ganglios
pedales son anteriores a la linea media del pie y los ganglios pleurales se
distribuyen lateralmente. Todos los ganglios estan interconectados formando un
triangulo neural a cada costado del organismo. Un par de ganglios bucales estan
conectados a los cerebrales. Un par de cordones nerviosos se extienden desde los
ganglios pedales hacia el pie. Otro par de nervios palioviscerales provienen de
los ganglios pedales hacia la region visceral (Meiglitsch, 1972).

Todos los gasteropodos poseen diversas combinaciones de tentaculos,
fotoreceptores, estatocistos y osfradios (Brusca & Brusca, 2003).

12
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‘ %}anglio cerebral

) ) Ganlio pleural

I~ Ganglio podal

Cordoén nervioso

visceral Ganglio parietal

subintestinal

supraintestinal

Ganglios viscerales

) =
Estémago \//

Figura 6. Sistema nervioso de los gasteropodos. Modificado de Brusca & Brusca,

2003.

Reproduccion

El aparato reproductor consiste en una Unica gonada conectada al aparato
visceral. El gonoducto se desarrolla en asociacion con el nefridio derecho. Los
gasteropodos pueden ser dioicos o hermafroditas (Brusca & Brusca, 2003).

Gonada ) o
(OVIOteSﬁS) Glandula albumina Oiadiicho Flagelo
it

Receptaculo /G\\

seminal / e 7>
Bursa ~
Vaso  copulatoria %
deferente / Apertura

Glandula g
ar : genital
mucosa del V. agina e

gypsobelium

Figura 7. Aparato reproductor de un gasterépodo hermafrodita. Modificado de

Brusca & Brusca, 2003.
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1.1 Biologia del género Conus

Los caracoles pertenecientes al género Conus (Familia Conidae) son el
grupo de predadores marinos mas exitoso y diverso que existe (Olivera, 1997),
conformado por méas de 500 especies que habitan en las aguas marinas tropicales
de todo el mundo.

Todos los miembros de este grupo utilizan veneno como arma principal
para capturar a su presa y poseen un sistema venenoso especializado (Terlau &
Olivera, 2004). El veneno es expelido a través del lumen dental hacia las capas
dérmicas de la presa a una velocidad de 200m/s. Bioldgicamente, este aparato
venenoso unico al cual los conidos deben su éxito evolutivo es una adaptacion
homogénea a lo largo de todo el género.

i Estrategias de alimentacion

Lo conidos se dividen en tres grupos de acuerdo con el tipo de presa que
consumen: El grupo mas grande -los vermivoros- se alimenta principalmente de
poliquetos, aunque algunas especies también tienen como presas equiuroideos y
hemicordados. Los molusquivoros, segundo grupo en tamafio, se alimentan de
otros gasteropodos. Finalmente, el grupo més notable es el de los piscivoros, que
posee venenos que inmovilizan a los peces rapidamente.

A pesar de que todos los conidos arponean a su presa para inyectar su
veneno, los piscivoros lo hacen una sola vez mientras que algunas especies de
molusquivoros lo hacen en repetidas ocasiones, habiendo sido observadas hasta
media docena de piquetes para capturar a una sola presa.

Los piscivoros utilizan dos estrategias distintas para capturar sus presas.
La primera se caracteriza por una proboscide extendida y un aparato lingual que
contiene la radula, donde el conido expulsa violentamente la radula atravesando
al pez, le inyecta el veneno y lo arrastra hacia la cavidad bucal. En algunos casos
la presa puede ser de igual tamafio al del conido en cuestion. La digestion
comienza de inmediato y las partes blandas del pez son almacenadas en un saco
mucoso en el interior del rostro. Posterior a la digestion, se forma un bolo de
escamas y huesos el cual regurgita junto a la radula a través de la cavidad bucal.
Este comportamiento ha sido observado en cautiverio en las especies C. magus,
C. purpurascens, C. striatus, C. ermineus y C. catus.

La otra estrategia que se observa en C. geographus y C. tulipa consiste en
atrapar al pez con la proboscide extendida y una vez dentro de la cavidad bucal,
penetrarlo con la radula. En el caso de C. tulipa participan proyecciones ciliares
bucales para contribuir a la deglucion.

Los molusquivoros se alimentan de una gran variedad de moluscos
marinos incluyendo gasteropodos pertenecientes a los géneros Volutomitra,
Trochus y Cypraea, asi como de otros conidos (aunque esto puede estar
relacionado con la defensa territorial). Después de que la presa es arponeada con
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la rddula, es orientada de manera que el rostro del conido pueda insertarse en la
apertura de la concha de la presa para iniciar su extraccion y posterior digestion.

Los vermivoros son el grupo mé&s numeroso entre los conidos. Se
alimentan principalmente de poliquetos y utilizan un modo de alimentacion por
succion sin involucrar forzosamente el envenenamiento de la presa (Bingham et
al., 2010).

Figura 8. Conus purpurascens capturando un pez payaso (Amphiprion sp.).
Tomado de Becker & Terlau, 2008.

TIRT Ecologia y distribucion geografica
La diversidad de los conidos es mayor en las aguas poco profundas de los
mares tropicales, a pesar de que algunas especies se han adaptado a aguas mas

frias y otras, incluyendo algunas de las de mayor tamafio, solo habitan a
profundidades mayores a los 100 m.

Alrededor del 60% de éstas se encuentran en la region Indo-Pacifica (IP)
que comprende la region tropical y subtropical del océano indico y el oeste y
centro tropicales del océano Pacifico. Esta region es por mucho la provincia
biogeogréfica més grande, extendiéndose longitudinalmente a lo largo de medio
planeta y alrededor de 60° de latitud, por lo que comprende un cuarto del area
oceanica mundial. A lo largo de esta region, un solo arrecife coralino puede
contener hasta 30 especies distintas de cénidos.

Mas de 30 especies de conidos estan reportadas para cada una de las otras
tres provincias marinas: el Pacifico Este (PE), extendiéndose desde Baja
California hasta Ecuador; el Atlantico Oeste (AO), desde las Bermudas, el sur de
Florida y el Golfo de México hasta Rio de Janeiro; y el Atlantico Este (AE), que
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abarca desde Cabo Verde hasta Angola. Alrededor de 10 especies estan
reportadas en la region sudafricana, desde Transkei hasta la Provincia Occidental
del Cabo (Duda Jr. & Khon, 2005).

La mayoria de los conidos son nocturnos. A pesar de tener dos 0jos
pedunculados, su vision es pobre y utilizan principalmente capacidades
quimiosensoriales para rastrear a su presa (Terlau & Olivera, 2004).

A pesar de que su funcion principal es depredadora, el veneno puede ser
utilizado en un amplio espectro de interacciones bioticas como la competencia
intraespecifica e interespecifica. Los conidos son presa de diversos animales
dentro de su nicho ecoldgico (cangrejos, peces y otros gasterépodos) y el uso
defensivo del veneno esta documentado (Olivera, 2007).

iiii.iii Especies mexicanas de conidos

En las aguas de nuestro pais habitan alrededor de 50 especies de conidos
distribuidas en dos provincias: la denominada Provincia Panamica, que
corresponde a la costa del Pacifico (C. brunneus, C. princeps, C. nux, C.
purpurascens, C. archon, C. arcuatus, C. dalli, C. poormani, C. patricius, C.
perplexus, C. regularis, C. scalaris, C. tomatus, C. virgatus, C. vittatus) y la
Provincia Caribefia, que abarca el Golfo de México y el Mar Caribe (C. spurius,
C. delessertii, C. austini, C. stimpsoni, C. mazei, C. villepinii, C. armiger, C.
sennottorum, C. floridanus, C. regius, C. granulatus, C. dacus, C. mus). Habitan
en bentos con fondos rocosos (C. brunneus), arenosos (C. prurpurascens) y
lodosos (C. armiger), asi como en arrecifes coralinos (C. nux), desde zonas
intermareales (C. californicus) y aguas someras (<25m) (C. princeps), hasta
aguas moderadamente profundas (50-100m) (C. delessertii), profundas (100-
400m) (C. spurius) y muy profundas (>400m) (C. mazei), asi como zonas de
marea en los arrecifes (C. mus). Algunas especies son muy comunes (C. mus),
moderadamente comunes (C. princeps) o comunes (C. spurius), mientras que
otras son poco comunes (C. austini), raras (C. stimposni) o inusuales (C. mazei).
Algunas especies han sido colectadas en varios estados (C. spurius, en Veracruz,
Campeche y Yucatan). La mayoria son vermiv oras, aunque también se reportan
especies piscivoras (C. purpurascens y C. ermineus) y molusquivoras (C. dalli).
Todas ellas tienen como depredadores otros moluscos, crustaceos y peces
(Flores-Torres, 2009; Trussell & Etter, 2001; Olivera, 2002).

i.iii.iv - Evolucion y Filogenia de los conidos

Todos los caracoles conidos son incluidos en un mismo género (Conus);
sin embargo, todos los caracoles venenosos conocidos hasta la fecha, incluidos
los conidos, se agrupan en un taxon mayor, la Superfamilia Conoidea, referida
colectivamente como caracoles toxoglosados.

El registro fosil de los toxoglosados sugiere su origen durante el
Cretacico, pero los conidos aparecieron solo después de la extincion masiva a
finales de este periodo.
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El primer fosil bien caracterizado de un conido pertenece al Eoceno
temprano (hace 55 m.a.), por lo que se considera que al igual muchos otros
gasteropodos carnivoros, este grupo se diversificd gracias a las oportunidades
ecologicas que resultaron de la extincion masiva del Cretacico — Terciario. La
desaparicion de muchos grupos de moluscos marinos predadores, particularmente
los amonites, hizo posible la primera radiacion adaptativa de los conidos. Una
segundo radiacion surgida a principios del Mioceno permanece hasta nuestros
dias (Terlau & Olivera, 2004).

Desde su origen hasta el dia de hoy, los conidos comprenden el mas
diverso entre los generos de metazoos marinos. La reconstruccion filogenética de
138 especies de conidos basada en secuencias de DNA mitocondriales y
nucleares revelan dos patrones relacionados a esta diversificacion inusualmente
rapida: que a partir de los 33 millones de afios desde su origen los conidos
divergieron en dos grandes clados y que éstos se diferencian fuertemente en el
tamafio de las especies y la proporcion de éstas en su distribucion geografica. A
pesar de que estos datos se obtuvieron sdlo con el 25% de las especies reportadas
y estan sujetos a variacion, se espera que los patrones persistan.

El clado de menor tamafio contiene principalmente especies del PE y AO,
asi como una del IP. El clado mayor comprende especies de todas las regiones
conocidas. Estos patrones sugieren que la migracion de los conidos entre el
Atlantico Oeste y el Océano Indico estd severamente impedida desde el
Oligoceno Inferior, o incluso desde el Eoceno, promoviendo la divergencia del
taxon en ambos clados. Sin embargo, debido a la amplia distribucion se piensa
que estas barreras geograficas fueron ocasionalmente atravesadas (Duda Jr. &
Khon, 2005).

(NITRY Evolucion de los conopéptidos

Para explicar la enorme diversidad de conopéptidos hay que considerar las
relaciones entre la evolucion de los conopéptidos y los nichos ecologicos donde
los conidos se desarrollan. Esto puedes ser visto en tres niveles: blanco
molecular, organismo y ecosistema.

Al nivel de un blanco molecular individual, existen distintos sitios
farmacologicos donde un conopéptido puede actuar. Como un componente clave
de la sefalizacion neuronal, la modulacion farmacologica de los canales ionicos
y receptores celulares debe ser considerada adicionalmente en el contexto de un
circuito. Ademas, a nivel del organismo en su conjunto, existen diversos circuitos
que pueden llevar a un mismo efecto fisiologico. Finalmente, a nivel
ecosistémico, un amplio espectro de animales pueden ser objetivo del veneno,
como son presas, depredadores y competidores. La supervivencia de los conidos
implica que los componentes del veneno actlen en varios animales que
comprenden el nicho ecologico (Olivera, 2007).

Por lo tanto, la diversidad farmacologica de los componentes del veneno
de los conidos esta dirigida por un proceso evolutivo que involucra: una cantidad
variable de sitios en los blancos moleculares; una variedad de blancos
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moleculares en cada circuito fisiol6gico; una multiplicidad de circuitos en un
mismo organismo; y una diversidad de organismos presentes en el nicho
ecoldgico.

Todos estos factores han contribuido a la extraordinaria diversidad en los
arsenales farmacoldgicos de los conidos (Olivera, 2007).

i.iii.vi Relacion historica de los conidos con el hombre

La investigacion actual sobre los cénidos y sus venenos es la culminacion
de una larga historia documentada del interés humano en este grupo de moluscos.
La impresionante gama de patrones en sus conchas ha atraido el interés del ser
humano desde tiempos ancestrales en una gran variedad de culturas.

La primera evidencia de esta relacion se remonta a la ciudad de Uru en la
antigua Mesopotamia, donde se encontr6 un collar de conchas de cdnidos de 5
000 afios de antigliedad. Los romanos ya conocian estos gasteropodos, pero no
fue hasta el s. XIVIII donde su coleccion gandé mayor auge, considerandolos
como algunos de los objetos naturales mas codiciados (Terlau & Olivera, 2004).

Figura 9. Collar artesanal compuesto por conchas de conidos de 5 000 afios de
antigiedad. Tomado de Terlau & Olivera, 2004.

Por otra parte, el peligro mortal que representan es otro de los factores que
han contribuido a llamar la atencion del ser humano en estos organismos. El
primer reporte cientifico de un deceso humano a causa de una picadura de conido
es obra de George Eberhard Rumphius (s. XVII).

En la actualidad los conidos han ganado relevancia debido a la
extremadamente compleja composicion molecular de sus venenos; estos
componentes se perfilan como poderosas herramientas farmacoldgicas y son un
campo en extremo fértil para la investigacion biomédica (Terlau & Olivera,
2004).
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iiii.vii - El aparato venenoso y el veneno

El sistema se compone de un ducto de veneno, donde el veneno es
sintetizado y almacenado; un bulbo que se piensa es utilizado para la
transferencia de veneno a través del ducto; y un diente hueco similar a un arpon,
que tiene la funcion de inyectar el veneno en los tejidos de la presa. Estos dientes
crecen y son almacenados en un saco radular; cuando el conido se dispone a
atacar, uno de ellos es transferido a la cavidad bucal. La proyeccion del diente se
Ileva a cabo por la contraccion de los musculos circulares en la parte anterior de
la proboscide, que en la mayoria de los conidos es larga y distensible (Terlau &
Olivera, 2004).

bulbo
venenoso

Figura 10. Representacion gréafica del aparato venenoso. Modificado de Olivera
et al. 1990.

i.ii.viii - El veneno y el proceso de envenenamiento

El aparato venenoso de los conidos ha sido objeto de estudio desde
principios del siglo XX, sin embargo, se conoce poco sobre el origen de la
produccion del veneno y los procesos fisiologicos que siguen al envenenamiento.

La composicion del veneno de los conidos es extremadamente compleja.
Cada especie de Conus posee un repertorio de entre 100 y 200 compuestos
diferentes en sus venenos, denominados conopéptidos, la mayoria de los
cuales son ricos en puentes disulfuro. Ademas, cada especie tiene su propio
repertorio particular de conopéptidos por lo que no existe un conopéptido igual
entre las diversas especies. De este modo, las 500 — 700 especies de conidos
actuales han evolucionado entre 50 000 y 140 000 conopéptidos distintos
(Bingham et al., 2010).

Esta diversidad de moléculas provee una fuente de ligandos potentes con
alta selectividad para distintas clases de canales ionicos, receptores y
transportadores (Armishaw & Alewood, 2005).
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Acorde con su secuencia de residuos de aminoacidos, los conopéptidos
pueden dividirse en dos clases: aquellos que presentan puentes disulfuro y los
que carecen de ellos (Becker & Terlau, 2008). Las conotoxinas son aquellas
con dos 0 mas puentes disulfuro en su estructura, mientras que el término
conopéptido es comunmente utilizado para referirse a aquellos que
presentan uno o ninguno (Norelle & Craik, 2009).

Ademas del componente peptidico existe otro tipo de moléculas en los
venenos de los conidos. Solo dos de eéstas han sido identificadas: el
neurotransmisor serotonina, en el veneno de C. imperialis, y el &cido
araquidonico, presente en gran concentracion en el veneno de C. textile. El caso
de la serotonina es unico entre todas las especies de conidos estudiadas, pues sélo
en C. imperialis esté presente esta amina bioactiva en niveles detectables.

Finalmente, algunos polipéptidos de mayor tamafio han sido descritos en
los ductos de veneno. Algunos de estos pueden ser importantes para producir la
paralisis de la presa, como es el caso de Conus striatus, donde un polipéptido de
86 residuos de aminoéacidos causa efectos excitotoxicos en peces y ratones. Otros
polipéptidos de mayor longitud pueden tener una funcién transportadora, como
es el caso de la conofisina que acarrea conopresinas en el veneno de C. radiatus.

Ademés, algunos polipéptidos detectados pueden ser enzimas de
modificacion postraduccional como la y-glutamil carboxilasa en C. textile.

De igual manera, es probable la existencia de una cantidad variable de
enzimas que contribuyan al envenenamiento; la mejor caracterizada es la
condipina de C. magus, una novedosa fosfolipasa A, (Terlau & Olivera, 2004).

La combinacion de conopeéptidos en un mismo veneno produce respuestas
fisiologicas especificas en el metazoo atacado. Se han determinado dos grades
combinaciones de conopéptidos acorde con su accion fisioldgica. Dichas
combinaciones se conocen como contubernios o cabals:

El motor cabal, que inhibe la contraccion muscular, incluye o-
conotoxinas que interactlian con canales de Ca®* presinapticos impidiendo la
liberacion de neurotransmisores; - conotoxinas que inhiben el potencial de
accion muscular al bloquear canales de Na’ activados por voltaje; y otros
péptidos que inhiben diferencialmente receptores colinérgicos nicotinicos
postsinapticos.

El lighting strike cabal, que producen algunas especies de conidos
piscivoros y resulta en una respuesta tetanizante inmediata que inmoviliza a la
presa. Incluye antagonistas de canales de K* activados por voltaje (k-
conotoxinas), asi como péptidos que retrasan la inactivacion de canales de Na*
activados por voltaje (8-conotoxinas) y otros mas que reducen su umbral de
activacion (1-conotoxinas).

Los conidos utilizan multiples cabals para incapacitar a su presa.

20


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

i.iv Conotoxinas

Las conotoxinas son un conjunto de péptidos farmacoldgicamente
activos y estructuralmente compactos que tienen como blanco molecular
especifico canales ionicos y receptores asociados a proteinas G; estan
compuestas de entre 8 y 30 residuos de aminoacidos y a pesar de ser pequefias
en longitud, contienen muchos de los elementos estructurales de proteinas de
mayor tamafio como son a-hélices y laminas y giros . Ademas, presentan un
alto grado de modificaciones postraduccionales (MPT) como son la
amidacion del carboxilo terminal, hidroxilacion, carboxilacion, brominacién,
glicosilacion y sulfatacion (Armishaw & Alewood, 2005). Existen indicios de
que los conidos expresan las enzimas relacionadas a estas modificaciones en sus
ductos de veneno (Becker & Terlau, 2008).

Las conotoxinas presentan un namero variable de puentes disulfuro
que estabilizan su estructura tridimensional y dan lugar a una serie de
curvas entre los residuos de aminoacidos que determinan su actividad
bioldgica.

La caracteristica mas notable de las conotoxinas es su capacidad para
discriminar entre isoformas moleculares cercanas de miembros de una familia de
canales ionicos particular. Su selectividad sin precedente hace de las conotoxinas
herramientas poderosas para definir la funcion de estos canales. La mayoria de
las familias de canales ionicos poseen una coleccion desconcertante de formas
moleculares cuya complejidad en muchos casos permanece sin definir. Los
agentes farmacologicos que pueden discriminar entre los miembros de una gran
familia de canales ionicos son indispensables para diferenciar las funciones
fisiologicas de diversas isoformas de canales iGnicos emparentados.

Las conotoxinas se clasifican en diversas superfamilias con base en un
namero de caracteristicas como son la secuencia precursora en el extremo
N-terminal, altamente conservada, la conexion de sus puentes disulfuro y el
modo de accion. Cada superfamilia a su vez se divide en distintas familias con
base en sus blancos farmacologicos especificos.

Las primeras conotoxinas identificadas formalmente fueron aisladas del
veneno de especies piscivoras como C. geographus debido a su capacidad para
paralizar vertebrados. No obstante, el veneno de especies vermivoras y
molusquivoras - como C. marmoreus y C. imperialis — también provee de una
rica fuente de péptidos neuroactivos.

Las conotoxinas se traducen como precursores prepropéptido, consistentes
en una secuencia sefial (region “pre”) seguidas por una region “pro”, con la
region de la toxina madura en la porcion del carboxilo terminal.

El péptido farmacologicamente activo es generado por la escision
enzimatica de la region C-terminal del prepropéptido.
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Secuencia sefal Region pro Toxina madura

Escision proteolitica

Modificaciones
postraduccionales
y plegamiento

Figura 11. Representacion grafica de las 3 regiones de la secuencia codificada de
una conotoxina. Modificado de Olivera, 2002.

Las regiones prepro estan altamente conservadas a lo largo de las distintas
superfamilias de conotoxinas. Las modificaciones postraduccionales de los
aminoacidos asi como su orden de incorporacion estan determinadas por estas
secuencias. En algunos casos se han observado hasta cinco MPT en un mismo
péptido para dar como resultado la toxina madura. Las enzimas involucradas en
este proceso varian entre 10 y 12 y estan presentes en el ducto de veneno de los
conidos.

Los péptidos maduros de cada superfamilia de genes tienen por lo general
un arreglo caracteristico de residuos de cisteina. Sin embargo, el resto de los
residuos de aminoacidos que conforman la toxina madura es extremadamente
variable.

De este modo, similar a los anticuerpos, las conotoxinas muestran una
yuxtaposicion entre secuencias altamente conservadas e hipervariables.

Esta diversificacion molecular hipermutable en las superfamilias de
conopeptidos genera continuamente novedades funcionales, y péptidos que
pertenecen a una misma superfamilia, por definicion relacionados a nivel
estructural, pueden tener blancos moleculares completamente distintos.

Independientemente de la ruta de maduracion del péptido linear, las
formas activas de las conotoxinas requieren un plegamiento especifico para
desempefiar su funcion biologica. A pesar de que la funcion de las regiones
prepro esta bien definida en cuanto a las modificaciones postraduccionales, su
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actividad en relacion con el plegamiento y formacion de los patrones de puentes
disulfuro — si es que existe - aun no ha sido determinada (Bingham et al., 2010).

Liv.i Superfamilias de conotoxinas

Las conotoxinas se han agrupado en diversas superfamilias de acuerdo a
los patrones en la conectividad entre cisteinas. Dentro de estas superfamilias,
diversos péptidos tienen distintos blancos moleculares. Debido a esto, cada
superfamilia se divide en varias familias de conotoxinas agrupadas en

consonancia con sus propiedades farmacologicas.

El hallazgo de que conopéptidos con arreglos de cisteinas similares tienen
como objetivo distintas familias de canales ionicos, demuestra que incluso el
menor cambio en la estructura general de dichos péptidos puede resultar en
diferencias farmacoldgicas sustanciales (Becker & Terlau, 2008).

Pobres en

Sin enlace
S-S

Familia de
Contulakinas

Agonista de la Neurotensina

Familia de
Conantokinas

Inhibidor del receptor de NMDA

Familia de

¢Agonista  del  receptor  de

CONOPEPTIDOS

Ricos en
puentes
disulfuro
(Conotoxinas)

puentes » 3 : B iR
I Conofarmidas Rfamidas?
disulfuro S—
Familia de s . i
. & 5 Agonista de la vasopresina
Con un enlace |Conopresinas
S-S Familiade
Contrifanos é?
Superfamilia O | Estructuras VI/VII | Patron C-C-CC-C-C

Superfamilia M

Estructura III

Patréon CC-C-C-CC

Superfamilia A

Estructuras I/11

Patron CC-C-C

Estructura IV

Patrén CC-C-C-C-C

Superfamilia S

Estructura VIII

Patrén C-C-C-C-C-C-C-C-C-C

Superfamilia T

Estructura V

Patron CC-CC

Superfamilia P

Estructura IX

Patrén C-C-C-C-C-C

Superfamilia |

Estructura XI

Patron C-C-CC-CC-C-C

Superfamilia L

Estructura XIV

Patron C-C-C-C

Superfamilia J

Estructura XIV

Patron C-C-C-C

Superfamilia V

Estructura XV

Patrén C-C-CC-C-C-C-C

Superfamilia C

Estructura X

Patron C-C

Superfamilia D | Estructura XII Patréon C-CC-C-CC-C-C-C-C
Estructura XIII Patron C-C-C-CC-C-C-C
Estructura XVI Patréon C-C-C-CCC-C-C-C-C

Estructura XVII

Patron C-C-CC-C-CC-C

Tabla 1. Clasificacion genética y estructural de los conopéptidos y
conotoxinas (Terlau & Olivera, 2004; Loughnan et al., 2006; Peng et al., 2006;
Jiménez et al., 2007; Chen et al., 2008; Yuan et al., 2008).

e La superfamilia A consta de 4 familias: a-, dA-, kA- y p-. Las dos
primeras son antagonistas de receptores colinérgicos de tipo nicotinico
(nAChR). Se cree que las kA-conotoxinas actiian sobre canales de K,
mientras que las p-conotoxinas son antagonistas de receptores
adrenérgicos de tipo ajg.
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La superfamilia M se divide en las familias pu y y. Las y-conotoxinas
tienen como blanco molecular nAChR de manera no competitiva, mientras
que las p-conotoxinas bloguean canales de Na** activados por voltaje
(Na,) en células excitables, como son los tres tipos de tejidos musculares y
las células nerviosas.

La superfamilia O es la mas diversa de todas y se conforma por 5 familias:
MO-, 8-, o-, x- y y-. Las primeras dos tienen como blanco Na, (en sitios
distintos a las p-conotoxinas), mientras que las otras interactian con
canales de Ca®*, canales de Ky canales marcapaso respectivamente.

La superfamilia P estd compuesta por una familia de conotoxinas que
poseen una secuencia de cisteinas “en nudo” inhibidor. Esta superfamilia
produce paralisis espéstica pero su blanco molecular ain no ha sido
identificado con exactitud. Las modificaciones postraduccionales en éstas
son comunes y muy variadas, aumentando su diversidad.

La superfamilia S también esta compuesta por una Unica familia, las c-
conotoxinas derivadas de C. geographus. Se diferencian principalmente
por tener un mayor tamafio (41 aa.) y ser antagonistas de receptores 5HT;
asi como producir respuestas excitatorias neuronales en presencia de
serotonina.

La superfamilia T incluye las familias t y y. Las primeras bloquean
canales de Ca®* presindpticos mientras que las y-conotoxinas tiene
actividad inhibitoria en transportadores de norepinefrina.

La superfamilia 1 (I-Ctx) estd caracterizada por tener cuatro puentes
disulfuro con un arreglo de cisteinas C-C-CC-CC-C-C e inhibir o
modificar canales ionicos de células nerviosas. Las I-Ctx se han detectado
tanto en organismos vermivoros como piscivoros, diversificindose mas
alla de las relaciones ecoldgicas y evolutivas de los taxa. La superfamilia |
ha sido menos explorada en comparacion con otras en las especies de
conidos. Olivera demostrd que en realidad este grupo consiste de dos
superfamilias genicas distintas (I, e 1), diferenciadas por su secuencia
sefial, a pesar de que ambas comparten el mismo arreglo de cisteinas. Se
sugiere que la superfamilia 1, posee modificaciones postraduccionales
Unicas en su extremo C-terminal, mientras que la I, carece de una region
propéptido, diferencidndose en este aspecto de las otras superfamilias.
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Secuencia senal Propéptido C.C.CC.CC.C.C-
Secuencia senal | -C-C-CC-CC-C-C-

Figura 12. Representacion gréafica de las regiones codificadas de las
Superfamilias I, e I, respectivamente. Modificado de Mondal et al., 2006.

En el caso de las conotoxinas rlla y rllb se ha demostrado que la
modificacion postraduccional, la isomerizacion en una fenilalanina, es
responsable de la actividad biolégica de los péptidos (Mondal et al.,
2006).

A pesar de que han sido identificadas una gran cantidad de conotoxinas
pertenecientes a la superfamilia I, s0lo en tres casos se ha determinado el
blanco molecular de éstas: La RXIA tiene como blanco el Navl.6, un
subtipo de canal de Na** activado por voltaje y pertenece a la superfamilia
I;. Por otra parte, las conotoxinas Btx y ViTX, pertenecientes a la
superfamilia 1, son especificas para canales BK sensibles a voltaje y a la
subfamilia Shaker de canales de K™ respectivamente.

Se ha caracterizado una tercera superfamilia, la I3, la cual presenta el
mismo patron de cisteinas aunque una secuencia sefial distinta a la de las
I, e 1,(Yuan et al., 2009).

Liv.ii Modificaciones postraduccionales

Amidacion del carboxilo terminal: La mayoria de los péptidos del veneno
de los conidos presentan amidacion del C-terminal. En particular, las a-
conotoxinas (con la excepcion de la a-GID) presentan siempre esta MPT,
mientras que las y/y- conotoxinas carecen de ella. Las tres familias presentan una
longitud similar en sus péptidos y cuatro cisteinas, de manera que los puentes
disulfuro se establecen entre las Cys 1-3, 2-4 para las a-conotoxinas y 1-4, 2-3
en /y- conotoxinas. Debido a esto se especula que la funcion de la amidacion del
carboxilo terminal estd fundamentalmente relacionada con el plegamiento
protéico y la disposicion de los puentes disulfuro.

De igual manera, se ha observado que esta MPT afecta la actividad
bioldgica del péptido, estando reportado que la amidacion incrementa la
actividad biologica en 50% de una y-conotoxina en transportadores de
norepinefrina.

Hidroxilacion de prolinas:_La hidroxilacion de prolina en 4-hidroxiprolina
es una de las MPT mas comunes en las conotoxinas. El grupo hidroxilo es
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importante en la actividad de la p-conotoxina GIIIA y se piensa que esta
relacionada con las interacciones en los canales de Na®*. Por otra parte se ha
demostrado que en el caso de la TVIIA dicha MPT no interviene en la
estabilizacion estructural del péeptido.

y-carboxilacion del glutamato: Es una de las MPT mejor entendidas en las
conotoxinas. Alrededor del 10% de las conotoxinas presentan glutamatos v-
carboxilados que contribuyen a la formacion de a hélices e interacciones con
iones Ca?*

D-epimerizacion de aminoacidos: La D-epimerizacion se encuentra en
contrifanos y conotoxinas de la superfamilia I.

Brominacion del triptdfano: Esta MPT esta relacionada con la resistencia
del péptido a las proteasas. Es posible que la brominacion de algunas conotoxinas
esté relacionada con un aumento de permeabilidad del péptido para atravesar la
barreara hematoencefalica y asi llegar al sistema nervioso central de manera mas
efectiva.

O-glicosilacion de serina y treonina: Introducida por glicosil transferasas,
esta relacionada con la estabilidad estructural asi como en el aumento en el
transporte del péptido via transportadores de carbohidratos. Sin embargo, esta
hipotesis requiere de investigacion para ser confirmada.

Acido piroglutamico: El acido piroglutamico en el extremo N-terminal se
ha reportado en las p-conotoxinas PIHA y SmIIIA aunque su funcidn permanece
incierta.

Acido piroglutamico Gla Hyp Amidaci6n del C-terminal
-00(7\ /( 00 H OH
M, C‘” \(/
Cu N
O0x=¢” o0 CH, O LC/ “eH, 0 R o
/] w1 \ /| W |/
m'—&—(,— ‘—N—;;—C'— -—N—‘_i—(‘,— N ii_(‘\
NH,
Bromo-Trp & D-Trp
| N Thr glicosilado
V4
NH NH
(;]HJ (,H—/ CH
CH, O CH; O (Gal-GalNAc)O—CH O
H } H X} .| H ||
L e ] —N C s G s N C C
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Figura 13. Representaciones esquematicas de algunas de las MPT.
Modificado de Marx, et al., 2006.
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iiv.iii Nomenclatura de las conotoxinas

La nomenclatura que se utiliza para denominar individualmente a estos
péptidos se basa en: una letra griega que indica la actividad farmacologica; una o
dos letras que se refieren a la especie de origen del péptido; un nimero romano
que indica la categoria de puentes disulfuro; y una letra mayuscula que denota el
orden de descubrimiento en dicha categoria. Por ejemplo, la ®-conotoxina
MVIIA tiene una actividad farmacoldgica caracteristica de las m-conotoxinas, fue
aislada de C. magus, pertenece a la categoria VII de puentes disulfuro y fue la
primera de esta en ser descubierta.

En caso de que no se haya establecido la actividad farmacoldgica del
péptido en cuestion se utiliza una nomenclatura distinta: una o dos letras
minusculas para definir la especie de procedencia, un numero ardbigo para
designar la categoria de puentes disulfuro y una letra minuscula para indicar el
orden de descubrimiento en dicha categoria. En el caso de la conotoxina srlla
se indica que pertenece a C. spurius y fue la primera en ser descubierta en la
categoria 11.

Liv.iv Biotecnologia de los conopeéptidos

De su fuente natural, las conotoxinas solo pueden obtenerse en
pequefias cantidades que limitan su disponibilidad para la investigacion y
aplicaciones médicas. Para la produccion de cantidades mayores de estos
péptidos se han desarrollado dos estrategias basicas: la sintesis quimica y la
produccion recombinante en sistemas de expresion heterologos (Becker &
Terlau, 2008).

Sintesis en fase sélida Produccién recombinante
Procarionte Eucarionte
Escherichia coli Pichia pastoris Células de insecto
Cuerpos de inclusién ~ Citoplasma/Periplasma Secrecién en medio de cultivo
! / \ /
gami en presenci "
Pleuamler'lto n p1es ncia de Proteinnsalible
reactivos oxidantes

Figura 14. Estrategias para la produccion de péptidos ricos en puentes
disulfuro. Modificado de Becker & Terlau, 2008.
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Debido a las modificaciones postraduccionales ya descritas, la sintesis
qguimica via SPPS (Sintesis de péptidos en fase sdlida) en soportes de resina es el
método mas utilizado para la produccion de conotoxinas en grandes
concentraciones. Sin embargo, los altos costos de produccion y riesgos
clinicos que conlleva este proceso lo hacen inviable en muchas ocasiones.

Una alternativa efectiva en relacion a los costos para la produccion de
peptidos en grandes concentraciones es la utilizacion de sistemas de
expresion bacterianos 0 eucariontes. La maquinaria postraduccional de estos
sistemas de expresion impide la produccion de péptidos con las modificaciones
postraduccionales presentes en muchos conopéptidos.

Existen pocos resultados exitosos en relacion con la produccion
recombinante de conotoxinas. Uno de los principales impedimentos es la
incapacidad de realizar estas modificaciones en otros sistemas bioldgicos de
expresion. Sin embargo, aun no se esclarece si estas MPT intervienen en su
actividad biologica.

Escherichia coli es el hospedero més utilizado y mejor caracterizado para
la produccion de proteinas recombinantes, debido a los bajos costos de cultivo y
rapido crecimiento. Sin embargo, los peptidos pequefios no se sobrexpresan en E.
coli debido a que son degradados rapidamente por las proteasas celulares o se
acumulan en agregados insolubles denominados cuerpos de inclusion.

Ademés, el citoplasma celular es un ambiente reductor que impide la
formacion de puentes disulfuro, incrementado la posibilidad de formacion de
cuerpos de inclusion. La produccion de estos péptidos se ha logrado al
expresarlos como proteinas de fusion en conjunto con proteinas acarreadoras de
mayor tamafio como la MBP (Maltose binding protein), la tioredoxina o la
glutation-S-transferasa, para posteriormente ser purificados a través de
cromatografia de inmunoafinidad.

De esta manera ha sido posible la produccion recombinante de las
conotoxinas p-MVII e It7a al expresarlas en conjuncion a las glutation-S-
transerasa y tioredoxina respectivamente.

La utilizacion adicional de cepas deficientes en proteasas puede ayudar a
evadir la degradacion proteolitica no especifica.

A partir de la proteina de fusion, la toxina debe ser liberada a través de
una escision quimica o proteolitica realizada entre la proteina acarreadora y la
toxina.

Cuando la toxina no se expresa en forma soluble, es necesario
solubilizarla a partir de los cuerpos de inclusion con agentes desnaturalizantes
como urea o clorhidrato de guanidina y plegarla nuevamente por dilucion o
dialisis en un buffer no desnaturalizante. Al igual que en la sintesis quimica, el
plegamiento puede optimizarse por oxidacion regenerativa.
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De esta manera se ha llevado a cabo el plegamiento del conopéptido
recombinante Conk-S1.

Alternativamente, la utilizacion de cepas deficientes en oxidoreductasas
como E. coli Origami (Novagen®) ofrecen un ambiente oxidante moderado en el
citoplasma, incrementando la fraccion protéica plegada adecuadamente. Sin
embargo, dichas cepas tienden a producir cantidades bajas de proteina y no se ha
reportado la utilizacion de las mismas en la produccion de péptidos pequefios
como las conotoxinas.

Otra opcion para obtener proteinas de fusion solubles de péptidos ricos en
puentes disulfuro es la expresion en el ambiente oxidativo del periplasma, a
traves de un peéptido sefial en la secuencia del vector de expresion. Este método
ha sido probado con éxito en la expresion periplasmica de dendrotoxinas y
toxinas de alacran como proteinas de fusion en conjunto con la MBP. A pesar de
esto, la expresion en periplasma de conotoxinas no ha sido llevada a cabo con
éxito debido a que el plegamiento oxidativo en este espacio parece ser eficiente
solo para ciertos patrones de puentes disulfuro.

En la mayoria de los vectores de expresion con sitio de corte especifico
para proteasas, el polylinker para la secuencia codificante estd localizado en
direccion 3’ de la secuencia de reconocimiento de la proteasa, lo que ocasiona
que tras la escision proteolitica exista la posibilidad de que la toxina liberada
contenga residuos N-terminal de aminoacidos adicionales. Ademas, las proteasas
utilizadas pueden cortar en sitios inespecificos destruyendo el péptido de interes.
Por otra parte, los altos costos de inversion en las proteasas son otro factor a
considerar en los gastos que conlleva la produccion recombinante de péptidos.

En resumen, la produccion de proteinas ricas en puentes disulfuro en E.
coli incluye el plegamiento de éstas a partir de cuerpos de inclusion o la
secrecion en el espacio periplasmico. Ambas estrategias tienden a un decremento
en la concentracion final de la proteina.

Una alternativa a la utilizacion de E. coli es la produccion de las proteinas
ricas en puentes disulfuro en sistemas de expresion de eucariontes. La levadura
metilotrofica Pichia pastoris provee de un ambiente intracelular similar al de las
celulas de mamifero y la secrecion de la proteina al medio circundante se lleva a
cabo con facilidad. Los costos de produccion son similares a los utilizados con E.
coli.

Las células de insecto han sido utilizadas tambien para la produccion de
proteinas ricas en puentes disulfuro a través del sistema del baculovirus, como
son las células S2 de Drosophila melanogaster. Sin embargo los costos del
medio de cultivo para estas células hacen que la produccién recombinante en
estos sistemas sea poco viable (Becker & Terlau, 2008).
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Il. ANTECEDENTES

Conus spurius

La concha de Conus spurius presenta de 9 a 10 espiras, las tres primeras
formando un &rea aplanada. La abertura es larga y estrecha. El canal sifonal
forma una sola muesca. El labio exterior es fino, su opérculo es corneo y
pequefio. Presenta un color arena con pequefias machas romboidales en patron
espiral. El interior de la apertura es blanco.

Tienen una longitud de entre 5 y 8 cm. Habitan las aguas someras
proximas a arrecifes en el Golfo de México, Florida y el Mar Caribe (Lira-Galera
et al., 1989). Se localiza principalmente en sustratos de arena gruesa y arenas
carbonatadas, en un intervalo batimétrico de 17 a 35 m.

Dominio Eukarya
Reino Animmalia
Phylum Mollusca
Clase Gasteropoda
Sublcase Prosobranchia
Orden Neogasteropoda
Familia Conidae
Género Conus
Especie Conus spurius, Gmelin, 1971

Tabla 2. Clasificacion taxonomica de C. spurius

L

Figura 15. Concha de C. spurius; coleccion del Dr. Estuardo Lopez Vera.

C. spurius es un conido vermivoro de cuyo veneno se han aislado e
identificado los siguientes péptidos:

e Conorfamida Srl: Probable agonista de canales idnicos dependientes del
neuropéptido FRMFamida y modulador de canales de sodio epiteliales
(Maillo et al., 2002).

30


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

e Conorfamida Sr2: Probablemente actle sobre receptores acoplados a
proteinas G, sobre canales de Na activados por FRMFamida o sobre
canales ionicos sensibles a la acidez (Aguilar et al., 2008).

e Péptido sr5a: Actua en el sistema nervioso central de mamiferos y
corresponde a la superfamilia T (Aguilar et al., 2006).

e Péptido sr7a: Produce hiperactividad en ratones y paralisis en moluscos.
Pertenece a la superfamilia O (Luna-Ramirez et al., 2007).

e Péptidos srlA y srIB: Potencian la actividad de los ACh receptores
nicotinicos, tanto en células nerviosas como musculares. Corresponde a la
familia a de conotoxinas (Lopez-Vera et al., 2007).

e Péptido srlla: Pertenece a la superfamilia | y tiene efecto inhibitorio en
canales de K dependientes de voltaje (Aguilar et al., 2010).

La conotoxina srlla

El péptido srlla fue la primer l,-conotoxina aislada de una especie
vermivora proveniente del Mar Caribe (Conus spurius), tiene 32 residuos de
aminoacidos y presenta modificaciones postraduccionales en dos y- carboxil
glutamato, asi como la amidacion de la prolina del C-terminal. Presenta
similitudes con kBtX (51%) y actividad inhibitoria en los canales Kvl.2,
Kvl.4 y Kv1.6. Sin embargo, a diferencia de la mayoria de las moléculas
inhibitorias de los canales Kv, la conotoxina srlla no presenta una diada de
residuos de Lys. En contraste, tiene residuos expuestos de Arg
(especificamente las Argl7 y Arg29) que sugieren ser la base del
farmacoforo (Aguilar et al., 2010).

~ - ~ 3\
CRTEGMSCggNQQCCWRSCCRGECEAPCRF&
L | .
N )

Figura 16. Secuencia de residuos aminoacidos de la srlla. Se muestra la
conectividad entre cisteinas caracteristica de la Superfamilia I: C-C-CC-CC-C-C
(g: y-carboxil glutamato; &: amidacion del C-terminal).
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Figura 17. Modelo estructural del péptido srlla. A. Representacion CPK. Los
residuos positivos y negativos estan coloreados en azul y rojo respectivamente.
E9 y E10 corresponden a los y-carboxiglutamatos. B. Vista previa en rotacion
vertical de 180°. C. a-hélices en rojo; laminas B en azul claro; residuos de Arg en
azul. D. Puentes disulfuro en amarillo; los nimeros corresponden a la
conectividad entre cisteinas.

La conotoxina srlla fue identificada a partir de la colecta de un ejemplar
de C. spurius en Isla Arena, Campeche, en Mayo de 2008 (Zamora-Bustillos et
al., 2010). El Instituto de Ciencias del Mar en colaboracion con la Facultad de
Medicina de la UNAM, ha desarrollado una linea de investigacion sobre la srlla
(entre otras conotoxinas) para determinar su actividad biologica y sus blancos
moleculares. Sin embargo, se requiere una mayor concentracion de
conotoxina para poder continuar con los estudios relacionados con la
cinética funcional de la toxina, asi como los ensayos electrofisioldgicos en
otros canales de la familia Kvl. Por esta razon se plantea la estrategia
recombinante para producir la srlla.

Existen pocos resultados exitosos en relacion con la produccion
recombinante de conotoxinas. El principal ejemplo de una conotoxina utilizada
como farmaco corresponde al de la p-conotoxina MVIIA (Ziconitide, Prialt®)
procedente de Conus magus, que ha sido aprobada como tratamiento contra el
dolor cronico intratable. En el afio de 2006 el grupo de Xia, Z. logré producir
dicha conotoxina a través de cepas BL21 de E. coli y obtuvieron una forma
activa de la misma.
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En el afio de 2011 el grupo de Bruce y colaboradores obtuvo a traves de la
levadura Pichia pastoris la conotoxina TxVIA recombinante y demostr6 ademas
que las regiones prepro son indispensables para su actividad biologica.

I11. JUSTIFICACION

La conotoxina srlla presenta una actividad biologica inhibitoria en los
canales Kv1.2, Kvl.4 y Kv1.6. Esta familia de canales de potasio, denominados
canales tipo shaker o rectificadores tardios, se encuentra distribuida en todo el
organismo.

El canal Kv1.2 se expresa en cerebro, médula espinal, células de Schwann,
atrio, ventriculo, retina, musculo liso y células PC12, mientras que el Kv1.6 se
expresa en cerebro, colon, células germinales, corazon, pulmén vy
oligodendrocitos (Gutman, 2005).

El canal Kvl1.4 se expresa en cerebro, pulmon canceroso, musculo
esquelético, corazon e islotes pancreaticos. Hasta la fecha no existe otra toxina
gue bloqué de manera especifica este canal.

Debido a esto, la srlla se presenta como una herramienta farmacoldgica
potencial al interactuar de manera especifica con estos canales, permitiendo el
estudio de su estructura, funcion y regulacion fisioldgica; ademas, tiene potencial
farmacoldgico en el tratamiento de patologias relacionadas.

La produccion recombinante de la srlla permitiria la realizacion de
estos estudios sin necesidad de colectar la toxina de su fuente natural, la cual
resulta costosa e insuficiente. Por otra parte, existen pocas conotoxinas
producidas exitosamente por técnicas de DNA recombinante, por lo que la
produccion de la srlla contribuiria al desarrollo de técnicas que permitan la
produccion de proteinas recombinantes de bajo peso molecular.

IV. OBJETIVOS

General

Disefar y desarrollar las estrategias necesarias para la produccion de la
conotoxina srlla a traves de técnicas de DNA recombinante en un sistema de
expresion procarionte.
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Particulares

e Replicar los vectores pBSK LE216 y pET22b.

o Disefiar los oligonucleotidos iniciadores para la PCR.
e Optimizar las condiciones de amplificacion por PCR de la secuencia LE216
que esta contenida en el vector pBSK LE216, modificando la temperatura de

alineacion y las concentraciones de MgCl,.

e Ligar la secuencia LE216 del vector pBSK LE216 al vector de expresion

PET22b.

e Elegir y transformar diversas cepas de expresion de E. coli con el plasmido

recombinante pET22b-LE216.

V. METODOLOGIA

pBSK LE216

Replicacion

Diseiio de
oligonucledtidos

Reaccion en cadena
de la polimerasa

Purificacion de
DNA

Reaccion de ligacion

|

Secuenciacion

|

Transformacion de
cepas de E. coli

Replicacion

|

Reaccion de
Linearizacion

Figura 18. Diagrama de flujo de la metodologia empleada. Todos los protocolos

se explican a detalle en el apartado Protocolos.
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V.i Replicacion del vector pBSK LE216

El vector pBSK LE216 fue sintetizado por Epoch Biolabs® y contiene
inserta la secuencia LE216 que codifica para la conotoxina srlla. La
secuencia presenta modificados los codones preferenciales para E. coli.

Se transformaron celulas competentes DH5a y JM109 con el vector pBSK
LE216 por medio de un choque térmico. Las bacterias fueron cultivadas en
medio LB y SOC con ampicilina, respectivamente.

Se purificd el DNA con el Plasmid Midi Prep Kit (QIAGEN®) y se hizo
una prueba de linearizacion con EcoRlI. Se realizd una Maxi Prep de una de las

muestras DH-5a y se purific6 el DNA con el Plasmid Maxi Prep Kit
(QIAGEN®).

Se determind la concentracion de DNA por espectrofotometria UV a una
longitud de onda de 260nm. Se realizaron reacciones de restriccion con EcoRI y
Xhol para verificar el peso molecular del plasmido.

Al Replicacion del vector pET22b

El vector de expresion pET22b fue proporcionado por la Dra. Nuria
Sanchez Puig del Laboratorio de Bioquimica 3 del Instituto de Quimica, UNAM.
Se transformaron células DH-5a por medio de un choque térmico y se replico y
purifico el DNA con el Plasmid Midi Prep Kit (QIAGEN®). Se realizaron
reacciones de restriccion con EcoRI y Ncol para corroborar que el DNA
correspondiera al pET22b.

Al Disefio de los oligonucleotidos

Los oligonucleétidos para realizar la PCR fueron disefiados para el vector
de expresion pET22b y sintetizados por los laboratorios Invitrogen®.

V.iv Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se realizaron varias PCR con la finalidad de optimizar la cantidad de
DNA amplificado. Se realizaron variaciones en la concentracion de MgCl,
utilizando 0.5, 1.5 y 2.5 mM. También se alter¢ la temperatura de alineacion en
55, 58 y 61°C. Una vez elegida la mejor temperatura de alineacion se variaron las
concentraciones de MgCl, utilizando 0.5, 1.5, 2.5, 3.5 y 4.5 mM.

V.V Linearizacion del vector pET22b

Se hicieron reacciones de restriccion con el vector pET22b y el
amplificado de las PCR utilizando las enzimas de restriccion EcoRI y Ncol. Se
adiciono fosfatasa alcalina de mucosa intestinal bovina para evitar la
recircularizacion del pET22b.
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V.vi Purificacion de DNA

Las muestras de PCR (gen srlla) y del vector pET22b linearizado se
corrieron en un gel de agarosa al 1.5% y se purificaron a partir de este con el
PureLink Quick Gel Extraction Kit (INVITROGEN®). Se determind la
concentracion de DNA por espectrofotometria UV a una longitud de onda de
260nm.

AYL Insercion de la secuencia LE216 en el vector pET22b

Se realizd la ligacion del pET22b vy la secuencia LE216 acorde con las
proporciones de la T4 DNA Ligase (PROMEGA®). A este nuevo vector se le
denomino pET22b-LE216.

Se transformaron células DH-5a con el producto de la ligacion y se
incubaron en medio LB con ampicilina. EI DNA plasmidico se aislé por el
método de lisis alcalina. Se realizaron reacciones de restriccion con Sall y Mlul
para corroborar que la ligacion fuera efectiva. Se volvio a realizar otra Midi Prep
para tener suficiente DNA para mandarlo secuenciar.

V.Viil Secuenciacion
El DNA fue secuenciado por los laboratorios Laragen®.

V.iX Transformacion de E. coli con el plasmido recombinante
pET22b-LE216

Se eligieron diversas cepas de E. coli para realizar la transformacion
bacteriana.

Se eligieron y prepararon celulas competentes con el método de RbCl de
las siguientes cepas. Las caracteristicas particulares de cada cepa se muestran en
la parte de resultados:

e BL21
o (41
e Tunner

Las tres cepas fueron transformadas por choque térmico con el pET22b-
LE216 e incubadas en medio TY-2X con ampicilina.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Nota aclaratoria: Las secuencias aqui presentadas correspondientes a la
LE216, srllay los oligonucle6tidos iniciadores se encuentran en proceso de
patente y son propiedad intelectual de la Dra. Laura Irma Escobar Pérez y
su equipo de investigacion en el Departamento de Fisiologia de la Facultad
de Medicina, UNAM.

Vi.i Replicacion del vector pBSK LE216

El vector de replicacion pBSK LE216 tiene una longitud de 3096pb. La
secuencia LE216 comprende desde el sitio 652 hasta el 885 (234pb). Esta
secuencia codifica para la conotoxina srlla y esta modificada acorde con los
codones preferenciales de E. coli.
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NgoMV
vBan:
|} BsaAl

— /] /Orall
Xanl
BsaH ~ '\ | i
Tatl \ \_/
I\ ) 11 origin : \
R; Origen f1 \
LacZ { EcoR

LacZ

TIMI3F
. Bsmi

GS45729 pBSK LE216 ‘P:;sép LE216
| 3096 bps i B S T3/M13R
Bomi = | SexAl Nsil . .
Bsal | TIMI3R |Fouto Origen pUC
~\ EoR Amp [ ]
Ahd %00 E‘\%R' amp

/ Xhol \ No codificante
pUC origin o Sapl
) ‘\,An |
AMN ’ ‘glp

Figura 19. Representacion esquematica de los distintos componentes del pBSK
LE216. La secuencia LE216 (652-885pb) corresponde a la secuencia codificante
de la conotoxina srlla.

El pBSK LE216 comprende los siguientes componentes:

e Origen f1: Origen de replicacion monocatenario.

e LacZ: Codifica la enzima [-galactosidasa. Se utiliza como gen reportero;
cuando las bacterias son crecidas en medio con X-gal, adquieren una
coloracion azul.

e LE216: Secuencia sintética que codifica la conotoxina srlla. Presenta los
codones preferenciales para E. coli.
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e Origen pUC: Origen de replicacion bicatenario de alta copia.
e Amp: Gen de resistencia a la ampicilina. Permite el crecimiento de las
bacterias en un medio selectivo con ampicilina.

Secuencia nativa srlla
3 ATGATGTTT TGT GTGACG TCAGTC CGC TGT TTC CTG

AAT CAG CAATGC TGT TGG CGT TCT TGC TGT AGG GGA
GAATGC GAAGCT CCG TGT CGATTT GGT CCT GGA AAG
AGG GCG CAACTC CAAGAATICTIT CAA CAT CGT TGA
5,

Secuencia LE216
3’ GGA TCC CAT ATGCAT ATGTTT TGC GTG ACC AGC GTT

AGT TGC GAA GAAAAT CAACAATGC TGC TGG CGT TCT
TGC TGC CGT GGC GAATGC GAG GCACCATGT CGT TTC
GGC CCAGGC AAACGT GCT CAGTTACAG GAATTT TTC
CAG CAT CGT TAAGAATTC %’

----- Secuencia sefal
ATG Toxina madura
Region Pre - Pro

Figura 20. Secuencia nucleotidica nativa srlla y sintética LE216. La segunda
presenta modificados los codones preferenciales de E. coli.

A pesar de poseer la secuencia sefial, la region prepro y la parte de la
toxina madura, solo ésta ultima ser4 amplificada durante las PCR. La
secuencia se sintetizd completa para poder tener opciones en caso de que
exista un pegamiento incorrecto o una proteina sin actividad biologica.

Las bacterias transformadas con el pBSK LE216 crecieron en el medio de
cultivo. Posterior a la lisis alcalina y purificacion del DNA se corrié un gel de
agarosa al 1%.
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MM 1 2 3 + -~ 6 7 8 9

4361pb

2322pb OBSK

LE216

<
<

Marcador molecular
JM109-A
JM109-B
JM109-C
JM109-D
DH5a-B
DH5a-C
DH5a-D
DH5a-E
DH5a-F

OO |NoO|oT|B|W(IN|F-

Figura. 21 Electroforesis de DNA en gel de 1% agarosa. Se observa el pBSK
LE216 superenrollado. La cepa DH5a replicd en mucha mayor concentracion el
vector que la JIM109.

Por su mayor concentracion, se seleccionaron las muestras JM109-B,
JM109-C, DH5a-B y DH5a-F para realizar una prueba de linearizacion con
EcoRl.
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MM 1 2 3 +

Marcador
molecular

JM109-B
JM109-C
DH5a-B
DH5a-F

MM

BN (-

— pBSK LE216

Figura 22. Linearizacion del pBSK LE216 con EcoRI. Se observa que en las
muestras JM109 la concentracion es practicamente nula. EI DNA de la muestra
DH5a-B permanece superenrollado.

Se eligio la muestra DH5a-F para realizar una Maxi Prep. Tras purificar el
DNA se cuantifico su concentracion por espectrofotometria de UV. Debido al
gran volumen de muestra, se dividio en dos partes (a y b) y se cuantificé por
separado, dando como resultado DH5a-F, = 0.7375ug/uL y DH5a-F, =
0.4375ug/uL. Este material fue el utilizado para realizar las PCR.

Se realiz6 una reaccion de restriccion con EcoRI y Xhol para verificar que
el DNA observado en la electroforesis corresponda al pPBSK LE216. Los tamarios
esperados son de 2850pb y un fragmento de 246pb.

_ Marcador
::s;p:)) — Vector 2850pb MM molecular
p —
1 DH5a-F,
2 DH5a-F,
— Fragmento
234pb —_— 246pb
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Figura 23. Restriccion del pBSK LE216 con EcoRI y Xhol. Se muestran
los pesos esperados de 2850 y 246pb.

Vi.ii Replicacion del vector pET22b

El vector de expresion pET22b tiene una longitud de 5493pb. La
secuencia LE216 se insertara entre los sitios de corte EcoRI (192) y Ncol (220).

Ava 1(158)
Xho I(158)
Not 1(166)
Eag I(166)
Hind 1lI(173)
Sal 1(179)
Sac 1(190)
EcoR 1(192)
BamH 1(198)
Nco 1(220)
Msc 1(225)
BseR 1(260)
BspM 1(268)
Nde 1(288)

e Bgl 11(392)

Bpu1102 1(80)

Dra Ill(5251)

SgrA 1(433)

Sph 1(589)

s PfIM 1(696)
ApaB 1(798)

Sca 1(4588)

Pvu 1(4478)
Milu 1(1114)

Pst 1(4353) Bcel 1(1128)

BstE 11(1295)
Bmg 1(1323)

Bsa (4169
¢ Apa 1(1325)

Eam1105 1(4108) ET-22b(+
e P (5493bp)( )

BssH l(1525)
Hpa 1(1620)

AlwN 1(3631) P
shA 1(1959)

BspLU11 1(3215) Psp5 11(2221)
Sap 1(3099) Bpu10 1(2321)
Bst1107 1(2986)
Tth111 1(2960) BspG l(2741)

Figura 24. Vector de expresion pET22b.
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AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCT
CTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGC
TGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGGEEATEGEATATCGGAATTAATTCGGATCCH

BEIBGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGG
CTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACC
CCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

TAA Promotor T7
GGA Operador Lac
TCTAGA Xbal
AAG rbs
ATG Codén de inicio
AAA Secuencia pelB
CCATGG Ncol

EcoRlI
CAC 6xHis-Tag
TGA Codén de término
CTA Terminador T7

Figura 25. pET22b en su region de polylinker (80 — 392pb). La secuencia LE216
se insertara entre los sitios Ncol y EcoRlI.

El pET22b comprende los siguientes elementos:

Promotor T7: Promotor de la T7 RNA polimerasa.

Operador Lac: Operador del gen Lacl (764-1843pb).

Rbs: Sitio de union ribosomal.

Secuencia pelB: Secuencia codificante de los aminoacidos que dirige

la proteina de fusion a periplasma, donde esta secuencia es escindida

por una proteasa especifica.

e 6xHis-Tag: Cola de polihistidinas. Necesaria para la purificacion de la
proteina por cromatografia de afinidad.

e Terminador T7: Terminador de la T7 RNA polimerasa.

Debido a que la expresion de conotoxinas en citoplasma promueve la
formacion de cuerpos de inclusion, se eligid un vector que exprese las
proteinas recombinantes en el espacio periplasmico.

En el vector pET22b la secuencia pelB redirige la proteina
recombinante a periplasma, donde el entorno oxidativo promueve el
plegamiento de la misma. Una vez en periplasma, la pelB es escindida por
proteasas especificas.

Se transformaron células DH5a con el pET22b que crecieron en el medio
selectivo. Se preparé una Midi Prep a partir de éstas. Tras la purificacion del
DNA se realiz0 una reaccion de restriccion con EcoRI y Ncol para corroborar
que el DNA observado correspondiese al pET22b. La concentracion final de
pET22b replicado fue de 0.2125ug/uL.
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MM | Marcador molecular
pET22b superenrollado
pET22b con EcoRl

pET22b con Ncol
PET22b con EcoR1y
Ncol

A T WIN|EF

Figura 26. Reacciones de restriccion del pET22b. Se observa una marcada
diferencia entre el DNA superenrollado y el linearizado. No se observa el
fragmento de escision de la doble restriccion (4) debido a que es sumamente
diminuto (28pb).

ViLiii Disefio de los oligonucledtidos

Los oligonucledtidos iniciadores para la PCR fueron sintetizados por
Invitrogen® y presentan el siguiente disefio:

e Oligo Lil-2
3’ gcgaattcttaTGGGCCGAAACGACATGGTGCC 5’
e Oligo Lil-3

3’9 gCCACCACCACCACCACCACGAAAACCTGTACTTCC
AGGGTTGCCGTACTGAAGGCATGAGTTGCG 5’

Donde:
Parte de la secuencia LE216. Se requiere para lograr el apareamiento
TGC S
de los iniciadores con el molde
tta Codon de término
gaattc Sitio de corte de EcoR1
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ccatgg Sitio de corte de Ncol
GAA Secuencia TEV. Indica un sitio de escision proteolitica
CCA 6xHis-Tag. Necesario para la purificacion de la proteina por
cromatografia de afinidad
c GC Clamp. Necesario para dar una mayor fuera de union y
g estabilidad entre los iniciadores y el molde
Vi.iv Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se realizaron tres variaciones de temperatura de alineacién (55, 58 y 61°C)
y tres variaciones en la concentracion de MgCl, para optimizar la cantidad de
DNA amplificado en la PCR.

603pb

194pb
Amplificado

LE216 (155pb)

MM Marcador molecular
0.5mM MqgCl,
1.5mM MqgCl,
2.5mM MgCl,
0.5mM MgCl,
1.5mM MgCl,
2.5mM MqgCl,
0.5mM MgCl,
1.5mM MqgCl,
2.5mM MgCl,

55°C

58°C

61°C

OO |NO®O |01 W|N|F-
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Figura 27. Amplificados de PCR con distintas temperaturas de alineacion y
distintas concentraciones de MgCl,.

Se selecciond los 61°C como mejor temperatura de alineacion. Sin
embargo, la cantidad de amplificado en todas las muestras es relativamente
similar. Se realizaron mas PCR utilizando esta temperatura y variando la
concentracion de MgCl, en 0.5,1.5, 2.5, 3.5 y 4.5mM.

MM 1 2 3 - -~

Amplificado
— LE216 (155pb)
MM Marcador molecular
1 0.5mM MgCl,
2 1.5mM MgCl,
3 2.5mM MqgCl,
4 3.5mM MgCl,
5 4.5mM MgCl,

Figura 28. Amplificados de PCR con distintas concentraciones de MgCl,y 61°C
como temperatura de alineacion.

Con base en estos resultados se determino que las mejores condiciones de
amplificacion corresponden a 61°C como temperatura de alineacion y 2.5mM de

Vi.v Linearizacion del vector pET22b

Se realizaron reacciones de restriccion en los amplificados de PCR y en el
vector pET22b. Se utilizaron las endonucleasas de restriccion EcoRI y Ncol. La
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reaccion del pET22b fue adicionada con fosfatasa alcalina para evitar su
recircularizacion.

MM 1 2 3 - - 6 7 8
e v% éwﬁ e e b«ﬁ
- ' . | pET22b
e, e
Amplificado
— LE216 (155pb)

MM Marcador molecular
1-6 Reacciones de PCR
7-8 pET22b

Figura 29. Reacciones de restriccion con EcoRI y Ncol. Se observan los tamafios
esperados para los amplificados de PCR y el vector. La flecha indica una gran
presencia de DNA inespecifico (~3000pb) en las PCR, probablemente debido a
contaminacion de los reactivos.

vi.vi Purificacion de DNA

Se purifico el DNA de los amplificados de PCR vy el vector pET22b con el
PureLink Quick Gel Extraction Kit (INVITROGEN®).
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MM Marcador molecular
1-6 Reacciones de PCR
7-8 pET22b

Figura 30. Purificacion del DNA en gel de 1% agarosa. Se observan los huecos

del gel donde estaba el amplificado de las PCR y el pET22b. EI DNA
inespecifico permanece en el gel.

Tras la purificacion, se cuantifico la concentracion de DNA por medio de
espectrofotometria de UV. Se determino una concentracion de 1.1ng/pL para los
productos de PCR y 4.5ng/uL para el pET22b.

vi.vii Insercion de la LE216 en el vector pET22b

Con base en las concentraciones de DNA obtenidas se realizo la ligacion
de los amplificados de PCR (secuencia LE216) con el vector de expresion
PET22b. Se utilizo el protocolo de la T4 DNA Ligase (PROMEGA®).

Las bacterias DH5a transformadas con el producto de ligacion (pET22b
LE216) crecieron en el medio selectivo. Se realizd una lisis alcalina para
recuperar el DNA plasmidico y se realizé una digestion con Sall y Mlul para
corroborar que la ligacion fuera exitosa. Los tamafios de 4558 y 1053pb se
observaron en el gel de electroforesis.
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L Vector
(4558pb)

— Fragmento (1053pb)

MM Marcador molecular
1 pET22b superenrollado
2 pET22b con Mlul y Sall

3.9 Producto de ligacion pET22b
LE216 con Mluy Sall

Figura 31. Reacciones de restriccion con Mlul y Sall. 1. Se muestra el pET22b
superenrollado (5493pb); 2. Digestion del pET22b con Mlul y Sall y los tamafios
del vector (4558pb) y el fragmento (935pb); 3-9. Digestion del pET22b LE216
con Mlul y Sall y los tamafrios esperados del vector (4558pb) y el fragmento
(1053pb).

vi.viii  Secuenciacién
Se selecciond la muestra del carril 5 de la figura anterior y se mandé

secuenciar en los laboratorios Laragen®. La secuenciacion revel6 la correcta
insercion de la LE216 en el pET22b.
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NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTAGAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGAAATACC
TGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCGATGGECATGGGCCACCACCA

CCACCACCACGAAAACCTGTACTTCCAGSGTTGCCGTACTGAAGGCATGAGTTGCGAAGAAAAT
CAACAATGCTGCTGGCGTTCTTGCTGCCGTGGCGAATGCGAGGCACCATGTCGTTTCGG

CCCATAABEEIIEGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAG
ATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATA
ACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTGCTGAAAGGAGGAACTATATCCGGATTGGCG
AATGGGACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTAC
ACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTT
CCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCA
AAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTTTGAC
GTTGGAGTCCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTTGTTCCAAACTGGAACAACACTCAACCCTATCTCGGTC
TATTCTTTTGATTTATAAGGGATTTTGCCGATTTCGGCCTATTGGT TAAAAAATGAGCTGATTTAACAAA
AATTTAACGCGAATTTTAACAAAATATTAACGCTTACAATTTANNTGGCACTTTTCGGGGAAATGTGCGC
GGAACCCCTATTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAA

ATG Codén de inicio

AAA PelB

CCATGG Ncol

CAC 6xHis-Tag

GAA Secuencia TEV

TGC Secuencia LE216
EcoRlI

TGA Codén de término

Figura 32. Resultado de la secuenciacion del vector recombinante pET22b-
LE216. Se observa que la region entre EcoRI y Ncol presenta la secuencia
LE216 (srlla codificante) asi como las correspondientes TEV y 6xHis-Tag

(necesarias para la purificacion de la proteina).

ViLi Transformacion de E. coli con el plasmido recombinante

pET22b-LE216

Se eligieron y prepararon células competentes con el método de RbCl de

las siguientes cepas con base en sus caracteristicas:

BL21: Cepa deficiente en proteasas. Reduce el riesgo de degradacion de
las proteinas recombinantes al disminuir la eficiencia de la maquinaria
proteolitica celular.

C41: Cepa derivada de la BL21. Presenta una mutacion no determinada
que evita la muerte celular asociada con la produccion de toxinas
recombinantes.

Tunner: Cepa con una delecion en el LacZY que permite la difusion
uniforme de isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) en todas las
células del cultivo e induce una sintesis proteica homogenea en el mismo.

Las tres cepas fueron transformadas por choque térmico con el pET22b-

LE216 e incubadas en medio TY-2X con ampicilina. Todas crecieron en los
medios selectivos y presentaron un gran nimero de colonias.
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VII. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Conclusiones

El vector pBSK LE216 fue replicado exitosamente en células JM109 y
DH-5a, siendo mayor su concentracion en estas ultimas. EI DNA plasmidico
purificado se dividio en dos muestras con una concentracion de 0.7375ug/pL y
0.4375ug/pL respectivamente.

La replicacion del vector pET22b también fue exitosa en células DH-5q,
obteniéndose una concentracion final de 0.2125ug/pL.

La purificacion de DNA a partir del gel de agarosa es un procedimiento
durante el cual se pierde una gran cantidad de muestra, por lo que debe ser
realizado con cuidado.

El disefio de los oligonucleotidos cebadores fue el adecuado, por lo que la
amplificacion de la secuencia LE216 resulté eficiente durante las PCR.

Dentro de los parametros establecidos, las mejores condiciones de
amplificacion de la LE216 corresponden a 61°C como temperatura de alineacion
y 2.5 mM de MgCl,.

La concentracion final del producto de PCR fue de 1.1ng/uL, mientras que
la de la reaccion de linearizacion del pET22b fue de 4.5ng/pL.

La secuenciacion del vector pET22b-LE216 presenta las secuencias
LE216, TEV y la 6xHis-Tag, lo que corrobora el éxito de la reaccion de ligacion.

Las cepas BL21, C41 y Tunner crecieron en el medio selectivo por lo que
la transformacion bacteriana con el PET22b-srlla fue llevada a cabo
eficientemente.

El disefio de los oligonucledtidos, el vector de expresion elegido y las
técnicas aplicadas durante este proyecto han resultado eficientes para la
conclusion del mismo.

Perspectivas

En las tres cepas transformadas (BL21, C41 y Tunner) se debera realizar
una cinética proteica induciendo la expresion recombinante con IPTG. Las
células seran lisadas por medio de sonicacion para posteriormente realizar el
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western blot con el objeto de corroborar la expresion de la secuencia LE216. Se
planea que en dicho procedimiento se utilicen cultivos de 6, 12, 18 y 24 h de
duracion.

Una vez corroborada la expresion de la proteina srlla recombinante se
proseguiria a realizar una maxiprep de las células transformadas y la posterior
purificacion de la proteina por cromatografia de afinidad.

Una vez obtenida la proteina se realizarian los ensayos electrofisiologicos
correspondientes para analizar la actividad bioldgica de la srlla recombinante en
diversas variedades de canales Kv, incluyendo los Kv 1.2, 1.4 y 1.6 donde la
proteina nativa presenta actividad inhibitoria.

VIIl. PROTOCOLOS

viii.i Cuantificacion de DNA en UV

1. Setoman 2uL de muestra y se le agregan 498uL de dH,0.
2. Se lee la absorbancia a 280nm.
3. Se utilizan las siguientes formulas:

X = (ABS) (50ug/mL)/0.6
Y= (X) (0.5)

Z= Y/ uL DNA = Concentracion de DNA pg/mL

viil.ii Electroforesis de DNA en gel de agarosa 1%

=

Disolver por calentamiento 0.25g de agarosa en 27mL de TBE1x.

2. Agregar 1.4puL de Bromuro de Etidio y vaciar en la cdmara del gel.

3. Las muestras se cargan con un volumen 1:5 de Buffer de Carga y se
corren a 100v.

viii.iii Método de lisis alcalina

=

Tener la solucion 111 en hielo.

Tomar 4mL de cultivo bacteriano.

3. Centrifugar 3.5mL a 5,000rpm durante 5min. a 4°C. Al 0.5mL restante
agregarle 50uL de glicerol estéril y guardarlo a -70°C.

N
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4. Resuspender en 100uL de solucion | y transferir a un Eppendorf. Dejar 5
min. a temperatura ambiente.

5. Agregar 200puL de solucién 1l fresca. Dejar 5 min. en hielo.

6. Agregar 150uL de solucién Il1. Dejar 10 min. en hielo.

7. Centrifugar 10 min. a 14,000 rpm a 4°C. Transferir el sobrenadante a un
tubo nuevo.

8. Agregar 1/10 de volumen de Tris-HCI pH8.0 1M.

9. Agregar 1 volumen de fenol-cloroformo.

10.Vortex 15s.

11.Centrifugar 5 min. a 5,000rpm a temperatura ambiente. Recuperar la fase
superior. Repetir paso 9.

12. Agregar 2 % volimenes de 100% ETOH frio.

13. Dejar 15 min. a -80°C o una noche a -20C°.

14.Centrifugar a 14,000rpm durante 20 min. a 4°C. Decantar y lavar con 80%
ETOH.

15. Secar lo mejor posible.

16. Resuspender en 40pL de H,OBM.

Solucion I:

— 50mM glucol

— 25mM Tris-HCI (pH 8.0)

— 10mM EDTA (pH 8.0)

Solucion II:
— NaOH 0.2N
— SDS 1%
Solucion 11I:

— KCH3CO,5M 60mL

— Acido acético glacial 11.5mL

— dH,0 28.5mL

viil.iv Plasmid Midi y Maxi Prep Kit (QIAGEN®)

1. Tomar una colonia de un cultivo de células en medio sélido e inocular con
ella un cultivo inicial de 2 o 5mL de medio liquido. Incubar ~8 h a 37°C
en agitacion vigorosa (~300rpm).

2. Diluir el cultivo inicial en 1/500 o 1/1000 en medio selectivo. Incubar a
37°C durante 12 — 16 h en agitacion vigorosa (~300rpm).

3. Centrifugar a 6000 x g durante 15 min. a 4°C.

4. Resuspender el pellet en 4 0 10mL de Buffer P1.

5. Afadir 4 o 10mL de Buffer P2; mezclar por inversion de 4 a 6 veces e

incubar a temperatura ambiente por 5 min.
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6. Afadir 4 o 10mL de Buffer P3; mezclar inmediatamente por inversion de
4 a6 veces e incubar en hielo durante 20 min.

7. Centrifugar a >12,000 x g por 30 min. a 4°C. Remover el sobrenadante
que contiene el DNA.

8. Centrifugar el sobrenadante a >12,000 x g por 15 min. a 4°C. Recuperar el
sobrenadante.

9. Equilibrar la QIAGEN-tip 100 o QIAGEN-tip 500 afiadiendo 4 o 10mL de
Buffer QBT y esperando que entre a la resina por gravedad.

10. Afadir el sobrenadante en la QIAGEN-tip con 2x10mL o 2x30mL de
Buffer QC.

11.Eluir el DNA con 5 o0 15mL de Buffer QF.

12.Precipitar el DNA afadiendo 3.5 o 105 mL (0.7 volimenes) de
isopropanol a temperatura ambiente. Mezclar y centrifugar a >15,000 x g
por 30 min. a 4°C. Decantar el sobrenadante.

13.Lavar el pellet de DNA con 2 o 5mL de 70% etanol a temperatura
ambiente y centrifugar a >15,000 x g por 10 min. Decantar el
sobrenadante si disolver el pellet.

14. Dejar secar el pellet de 5 a 10 min. y disolverlo en H,O BM.

viil.v Preparacion de células competentes con el método de RbCl

1. Preparar las soluciones A y B un dia antes. Filtrar las soluciones antes de
usarlas.

2. Inocular 5mL de medio LB con una colonia bacteriana o con 10uL del
stock de glicerol. Incubar toda la noche a 37°C con agitacion constante.

3. Inocular 20mL de Medio LB con 0.2mL de cultivo bacteriano por
tetraplicado.

4. Crecer las celulas hasta alcanzar un valor D. O. 600nm.

5. Centrifugar por 5 min. a 4 000rpm a 4°C en un tubo estéril.

6. Decantar el sobrenadante y resuspender las células en 1mL de solucion A
(fria sobre el hielo). Llevar las células a un volumen final de 10mL con la
solucion A. Centrifugarlas por 5 min. a 4,000rpm a 4°C.

7. Decantar el sobrenadante. Resuspender las células en 1mL de solucion B
(fria sobre el hielo). Llevar las células a un volumen final de 10mL con la
solucion B.

8. Incubar en hielo por 30 min. Centrifugar las células durante 5 min. a
4,000rpm a 4°C.

9. Decantar el sobrenadante y secar el tubo perfectamente. Suavemente,
resuspender las células en 2mL de sol. B.

10. Hacer alicuotas de 0.2mL en tubos con 20uL de glicerol estéril. Mezclar
por inversion 3 veces y congelar las células en hielo seco inmediatamente.
Guardar a -70°C.
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Soluciones:
A) 10mM MOPS pH=7.0

10mM RDbCI

B) 100mM MOPS pH=6.5

50mM CacCl,
10mM RbCI

Viil.vi PureLink Quick Gel Extraction Kit (INVITROGEN)

o

® N

9.

Cortar el area del gel que contiene el DNA de interés.

Pesar el fragmento de gel y colocarlo en un tubo de polipropileno de
microcentrifuga. Afiadir 3 volimenes de Buffer de Solubilizacion.

Colocar la muestra en el termoblock a 50°C. Incubar durante al menos 10
min. Mezclar por inversion cada 3 min.

Tras la disolucion, incubar por otros 5 min.

Colocar una Columna de Extraccion dentro de un Tubo de Lavado y
decantar la mezcla de gel y DNA en el centro de la columna.

Centrifugar a >12,000 x g durante 1 min.

Afadir 500 — 700 pL de Buffer de Lavado con etanol.

Centrifugar >12,000 x g durante 1 min y tirar el sobrenadante.

Colocar la columna en un Tubo de Recuperacion.

10. Anadir 50uL de Buffer de Elucion en el centro de la columna.
11.Incubar durante 1 min. a temperatura ambiente.
12. Centrifugar a 12,000 x g durante 1 min. para eluir el DNA en el Tubo de

Recuperacion.

13. Almacenar el DNA.

viii.vii  Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

REACTIVOS pL
H,O (BM) 37, 36, 35, 34, 33
Buffer TAQ 10X 5
0.5,15,25,35,
MgCl, (50mM) 4.5
dNTP's 1
Oligo 1 1
Oligo 2 1
Taqg Polimerasa 0.5
DNA Templado 4
50
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Programa:

VIILVII

94°C 5 min
94°C 1 min
55, 58, 61°C 1min
72°C 30s
72°C 10 min
4°C 0

X 25 ciclos

Reacciones con Endonucleasas de Restriccion

Linearizacion del pBSK LE216 con EcoR1*

Reactivos pL

H,O (BM) 11
Buffer 3 2

DNA (pBSK LE216) 5
EcoR1 2

20

Restriccion del pBSK LE216 con Eco R1 y Xhol

Reactivos pL

H,O (BM) 11
Buffer 2 2

DNA (pBSK LE216) 5
EcoR1 1

Xhol 1

20

Restriccion del pET22b con EcoR1 y Ncol **

Reactivos pL

H,O (BM) 7
Buffer 3 1

DNA (pET22b) 1

EcoR1 0.5

Ncol 0.5

10
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Restriccion del pET22b-LE216 con Mlul y Sall

Reactivos pL
H,O (BM) 15.5
Buffer 3 2
DNA (pET22b) 1
EcoR1 0.75
Xhol 0.75
20

* Se adiciona 1pL de fosfatasa alcalina para evitar la recircularizacion del vector
(Nota: no es necesario desactivarla debido a que durante la purificacion del DNA
ésta enzima se pierde.)

** En el caso de las reacciones del pET22b con una sola de las enzimas (EcoR1
0 Ncol) se siguié el mismo protocolo compensando el volumen de la enzima
faltante (0.5puL) con H,O BM.

Todas las reacciones se incubaron durante 3 h a 37°C.

viii.ix ~ Reaccion de Ligacion

Reactivos pL
dH,O 0
Buffer 10x 3
ATP 10mM 0.8
srlla 8

pET22b 22.2
T4 ligasa 1
35

e Lareaccion se incuba durante 3 h a temperatura ambiente.
e Se realiza la inactivacion de la T4 ligasa por calentamiento a 70°C durante
10 min.

Viii.x Siembra de bacterias en medio selectivo (Ampicilina 1:1000)

1. Tomar los 100uL de células transformadas y ponerlas en el centro de la
caja. Esparcir con un agitador de vidrio esteril.
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2. Dejar la caja 30 min. boca arriba para que el medio se impregne.
3. Incubar a 37°C durante ~16 h.

viii.xi  Transformacion de células competentes por choque térmico

1. Sacar las células competentes (200uL c/tubo) del REVCO (-70°C).

Descongelarlas en hielo durante 30 min.

Afiadir 0.5 pL de plasmido o los 25pL de reaccion de restriccion a cada

tubo de células competentes.

Incubar 30 min. en hielo.

Dar choque térmico en termoblock a 42°C durante 1.5 min.

Poner en hielo por 1.5 min.

Agregar 1mL de medio liquido a cada tubo.

Mezclar suavemente por inversion 5 veces.

Incubar 60 min a 37°C en termoblock

Centrifugar a 2,500rpm durante 5 min. a 4°C.

0 Tirar sobrenadante en cloro. Resuspender el pellet en 100uL de medio
liquido.

N
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