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RESUMEN

El veneno de los conos marinos (caracoles del género Conus que comprende alrededor de
700 especies), se compone por diversos péptidos de pequefio tamano que difieren en su
estructura y funcion, son generalmente llamadas conotoxinas. Cada organismo es capaz
de expresar hasta 100 diferentes conotoxinas, que tienen accion sobre diferentes blancos
moleculares como son: receptores acoplados a proteinas G, como transportadores,
receptores para neurotransmisores y algunos tienen actividad enzimatica, pero una
abrumadora mayoria estan dirigidos selectivamente a un canal iénico. Durante este trabajo
nos enfocamos en aquellas toxinas especificas para canales de potasio, que son un grupo
muy diverso de proteinas y elementos clave para una variedad de diferentes funciones

fisiologicas.

Se estudiaron dos especies de caracoles vermivoras, Conus fergusoniy Conus spurius, de
esta ultima sélo se encontré actividad en el canal de potasio dependiente de voltaje
KCNQ2/3 por dos fracciones F2-21 y F6-T6 (y su analogo C2L3), obtenidas por
cromatografia liquida. A F2-21 inhibié 23% con 2 ug del componente, mientras que C2L3

activo el canal 48% con 2 ug.

Unicamente se obtuvo la estructura primaria del compuesto F2-21, un péptido de 12
residuos de aminoacido arreglados de la siguiente manera: GPMyPRFYFIRL, donde y
representa una modificacion post-traduccional de la gamma-carboxilacion del glutamato y
por la similitud de aminoacidos en el extremo carboxilo terminal podria agruparse dentro de

las conorfamidas.



ABSTRACT

The venom of the cone snail (snails of the genus Conus, comprising about 700 species), is
composed of several small peptides that differ in their structure and function, they are
generally called conotoxins. Each organism is capable of expressing up to 100 different
conotoxins, which have action on different molecular targets such as: receptors coupled to
G proteins, as trans-terminators, receptors for neurotransmitters and some have enzymatic
activity, but an overwhelming majority are selectively directed to an ion channels. During this
work we focused on those specific toxins for potassium channels, which are a very diverse

group of proteins and key elements for a variety of different physiological functions.

Two species of vermivorous snails, Conus fergusoni and Conus spurius were studied, of
this last one was only activity in the voltage-dependent potassium channel KCNQ2/3 by two
fractions F2-21 and F6-T6 (and its analog C2L3), and obtained by liquid chromatography. A
F2-21 inhibited 23% with 2 ug of the component, whereas C2L3 activated the 48% channel
with 2 ug.

Only the primary structure of compound F2-21 could be obtain; it is a peptide of 12 amino
acid residues arranged as follows: GPMyPRFYFIRL, where y represents a post-translational
modification of gamma-carboxylation of glutamate and by the amino acid similarity in the

carboxyl terminal end could be grouped within the conorfamides.



INTRODUCCION

Moluscos

En el Reino Animal, dentro del grupo de los invertebrados se encuentra el Phyllum Mollusca.
Es el segundo filo mas grande en cuanto a niumero de organismos se refiere. Se estima hay
mas de 100,000 especies clasificadas en ocho clases, cientos de familias y miles de

géneros [1].

Estos organismos se caracterizan por ser animales celomados, de cuerpo suave,
comunmente bilaterales aunque algunos presentan una condicién asimétrica. Las dos
caracteristicas unicas del filo son: el manto y la radula. EI manto es el tequmento encargado
de segregar placas, conchas o espiculas calcareas (CaCOs) (Figura 1y Figura 2). Laradula,
es un organo de naturaleza quitinosa, a manera de dientes que forma parte del aparato

digestivo, y es utilizado para su alimentacion (Figura 1) [1].

Glandula gastrica

e Nefrostoma

Concha Metanefridio

Manto IOk : \ Nefridioporo
 d—— ‘8 - CTy: rde

Radula
Branquia

Anillo r’\ervioso

Figura 1. Esquema de las estructuras internas de los gasterépodos [2].



La concha de los moluscos, cuando la hay, es segregada por el manto y esta limitada por
él. Tipicamente tiene tres capas. El periostraco es la capa externa, de aspecto corneo,
constituida por una sustancia organica llamada conquiolina, esta capa aparece muchas
veces desgastada sobre las partes mas viejas de la concha. La capa media, o capa
prismatica, se compone de prismas de carbonato de calcio (tanto de calcita como de
aragonita, ambos con la formula quimica CaCOs3, pero diferente estructura cristalina, por lo
que la calcita es mas estable) densamente empaquetados y depositados en una matriz
proteinica. Finalmente la capa nacarada de la concha que es la mas interna, donde el nacar
calcareo se deposita en capas finas y onduladas, estas producen las irisaciones nacaradas

que vemos en la madreperla (Figura 2) [1, 3].

Figura 2. Esquema que muestra una
seccion vertical de la concha y el manto
de un bivalvo. El epitelio del manto
externo secreta la concha; el epitelio
interno por lo general es ciliado [1].

Entre moluscos existe una gran variacion respecto a la estructura de la concha. Mientras
los moluscos de agua dulce tienen, por lo general, un periostraco grueso que da cierta
proteccion ante los acidos del agua y la putrefaccion de los restos vegetales, en los de agua
marina el periostraco es relativamente fino y en algunos falta [1]. En especies mas
evolucionadas, las conchas quedan embebidas dentro del cuerpo del molusco (conocidas

como conchas internas), o han desaparecido por completo [4].

Los moluscos son esencialmente acuaticos: la mayoria marinos, pocos dulceacuicolas y en

menor medida presentan formas terrestres. Dentro del grupo, también existen animales con



estrategias alimentarias muy variadas: herbivoros, carnivoros, filtradores, detritivoros y

algunos son parasitos [9].

Clase Gastropoda

Es la clase de moluscos mas abundante y diversificada. Comprende unas 80,000 especies
conocidas vivas y mas de 15,000 fésiles, ya que los moluscos tienen una larga historia
geoldgica, que abarca desde el Cambrico inferior hasta la actualidad [1]. Esta clase ha
sufrido una radiacion adaptativa muy amplia, no obstante, los gasterépodos son
predominantemente marinos y existen algunos en aguas continentales. Es también la mas
variada en cuanto a la forma de las conchas, estas formas se correlacionan con
comportamientos o habitats especificos. Por ejemplo las conchas con espirales bajas son
mas estables en areas de choque de olas o en superficies verticales de roca. Varios grupos
de gasterépodos benténicos de fondo blando y bivalvos tienen largas espinas en el
caparazén que les ayuda a estabilizarse en sedimento suelto, asi como proporcionar cierta

proteccién contra depredadores [1, 6].

La mayoria de gasterdépodos tienen conchas, constituidas por una sola pieza; las mas
comunes son las espirales asimétricas enrolladas al lado derecho, en las cuales cada vuelta
se sitla alrededor de un eje central
denominado columnella (Figura 3). Para
adaptarse a las conchas, los animales,
enroscan su cuerpo al crecer, esto
implica la torsion de la masa visceral al
girar 180° en torno a su eje longitudinal
en espiral. Como consecuencia de ello,
los 6rganos pares (branquias, rifiones y
auriculas del corazon) tienden a reducir
su tamafo o pierden uno de un lado
(izquierdo o derecho); también como
) » » consecuencia, el orificio genital y el ano,
Figura 3. Representacion esquematica de la
concha de un gasterépodo [8] se trasladan a la parte anterior del
cuerpo [5, 7].



Familia Conidae

De la clase Gastropoda deriva la superfamilia Conoidea, conocida también como suborden
Toxoglossa y agrupa a todos los caracoles marinos venenosos (se conocen mas de 10,000
especies) [9].

Esta superfamilia la constituyen, a su vez, las familias: Drillidae, Pseudoelatomidae,
Strictispiridae, Conidae, Terebridae y Turridae (Figura 4). Para ello se consideraron
caracteres anatémicos (como la anatomia de aparato digestivo, forma de la concha,
protoconcha, radula), pues las familias Drillidae, Pseudomelatonidae y Strictispiridae no

presentan aparato venenoso (Figura 4) [10].

Figura 4. Clasificacion de la familia Conidae [11].

De los caracoles marinos venenosos destacan los miembros de la familia Conidae,

conocidos vulgarmente como conos.



Género Conus

Basados en analisis moleculares, la familia Conidae se compone de cuatro géneros vivos:

Californiconus, Profundiconus, Conasprellay Conus [12].

El género Conus esta representado por 56 subgéneros, con alrededor de 803 especies
conocidas [5]. Los ejemplares tipicos de ésta familia son llamados conos por la forma de su
concha [12, 13].

Estos organismos se encuentran principalmente en ambientes tropicales y subtropicales
marinos, en el area latitudinal incluida entre los 40° Norte y los 40° Sur (Figura 5). Para su
estudio, estos ambientes, se han dividido en siete regiones: 1) Indo-Pacifica; 2) Panamena;
3) Caribefia; 4) Oeste de Africa; 5) Sudafricana; 6) Peruana y 7) Mediterranea. Son
particularmente mas diversos en la region Indo-Pacifica, donde se encuentra
aproximadamente el 60% del total de especies conocidas. Habitan principalmente alrededor
de arrecifes de coral, cerca de la costa y en aguas poco profundas generalmente a menos
de 100 m de profundidad (aunque algunos organismos se han encontrado hasta los 1,000
m de profundidad); también es importante mencionar que algunas especies se han
adaptado a aguas mas frias, como Conus sieboldii, que reside entre las aguas frias de norte

de Japdn y las calidas mas al sur de Okinawa [9, 13, 14].

Figura 5. Diversidad de Conus. El mapa incluye la riqueza total de especies, en base a datos
de la IUCN (International Union for Conservation of Nature). Los colores indican el nimero de
especies encontradas en la region, en color verde, los sitios donde se encuentran un bajo
numero de especies, y hacia el rojo los sitios donde se encuentra la mayor diversidad [15].



Con respecto a la reproduccion de estos organismos; que no ha sido ampliamente
estudiada, se sabe que la mayoria de ellos presenta sexos separados y fertilizacion interna.
La puesta de huevos ocurre una vez al afo; para ello, éstos son anclados al substrato en
capsulas, poniendo en promedio 25 capsulas, y cada una contiene mas de 1,000 huevos
[13].

Durante la etapa de larva veliger (de nado libre, plancténica, etapa que dura
aproximadamente 1-50 dias) la primera concha, denominada protoconcha, en su fase
temprana es lisa y dependiendo de la especie, a medida que se desarrolla, su forma cambia

y aparecen ornamentaciones mas complejas [13].

Esta primera etapa de desarrollo es critica, debido a una tasa alta de mortalidad durante
los primeros dias después de la eclosion. Este estado critico del ciclo de vida ha
obstaculizado la mayoria de los intentos de crianza en cautiverio; ademas, existe el

problema de encontrar el alimento adecuado para cada etapa del desarrollo [13].

Los conidos constituyen un grupo inusual de predadores altamente especializados, ya que
todos utilizan veneno para capturar a sus presas. En base a su alimentacion han sido

caracterizados en tres grupos principales:

a) Vermivoros, consumen diversos tipos de gusanos, principalmente poliquetos.
b) Molusquivoros, se alimentan de otros gasteréopodos

c) Piscivoros, se alimentan de peces.

Sin embargo, se sabe que otros también se alimentan de hemicordados y ofiuridos. El
veneno no solo es utilizado por los caracoles para cazar sino también como defensa contra

sus predadores y competidores [16].

La mayoria de organismos son de habitos nocturnos; cazan principalmente durante la
noche, y aunque tienen ojos pedunculares, su vision es pobre, asi que utilizan tacticas
quimiosensoriales (osfradio) para detectar y seguir a su presa (localizandola a través del
“olor”) [16, 17].

Para cazar utilizan un aparato venenoso altamente especializado. Este comprende una
glandula venenosa, glandulas salivales (glandulas salivales accesorias), saco radular,

faringe, probdscide y radula (Figura 6) [13].



Los componentes activos de veneno son sintetizados en las células epiteliales que revisten
el conducto venenoso. Un impulso provocado por el bulbo venenoso, hace que el veneno
generado sea expulsado a través del conducto venenoso hacia la faringe o al saco radular
(donde los dientes radulares son producidos y almacenados, no tiene conexién con la
probéscide). La radula modificada o “diente”, ha evolucionado hacia estructuras en forma
de arpon acanalado. Cada diente es movido de forma individual a la faringe donde se carga
con veneno para ser impulsado a través de la probodscide. Los arpones llegan a medir hasta
10 mm de largo [9, 13].

Los arpones funcionan como agujas hipodérmicas, inyectando el veneno a su presa
(pequenas cantidades, aproximadamente 50 ul), paralizando el sistema nervioso o

muscular en segundos [9, 13, 18].

Figura 6. Esquema del aparato venenoso de Conus [19].

Se estima que el tiempo de vida promedio de un caracol cénico es de 10-20 anos, sean
organismos silvestres o crecidos en cautiverio; pueden alcanzar un tamano mayor a los 20

cm, aunque la mayoria de las especies alcanzan un tamafio maximo de 8 cm y pesan <100
g [13].



Conus fergusoni

Esta especie vermivora se distribuye desde la costa de Baja California, México, hasta el
norte de Perd, incluidas las Islas Galapagos (Figura 7a); es encontrado desde la zona de

marea hasta los 200 m de profundidad en sustratos de arena y lodo [20].

Son caracoles de gran tamafio ya que van desde los 60 hasta los 153 mm; presentan de
12 a 13 giros con espira ligeramente elevada. Los organismos pequefios presentan un
contorno concavo mientras que en los grandes es casi recto; el hombro angulado de manera
aguda en especimenes pequefios y en los grandes es menos angulado. Su concha es color
amarillo claro-naranja en organismos pequefos (Figura 7b), mas palido en especimenes

juveniles, decolorandose hacia el color blanco en los organismos adultos [21].

Figura 7. Conus fergusoni: a) mapa de distribucion geografica [20], y b) fotografia de la concha
del caracol (fotografia propia).



Conus spurius

Es una especie vermivora, que se distribuye desde Carolina del Norte hasta el sureste de
Venezuela (Figura 8a). Suele encontrarse desde la zona de marea hasta los 30 m de
profundidad [22].

Los adultos suelen alcanzar los 80 mm de longitud, aunque generalmente son de menor
tamano (Figura 8b). Presenta de 9 a 10 espiras, y las tres primeras forman una espira
aplanada y la abertura es larga y estrecha. El canal sifonal forma s6lo una muesca, el labio
exterior es fino, su opérculo es cérneo y pequefio. La concha es color crema con hileras de

manchas romboidales colocadas en espirales y el interior de la apertura es blanco [23].

a b

Figura 8. Conus spurius: a) mapa de distribucion geografica [22], y b) fotografia de la concha
del caracol (fotografia propia).

Conotoxinas

Los estudios preliminares del veneno de Conus fueron realizados por Kohn, A. J. y sus
colaboradores por el afio de 1960, estudiaron la morfologia del aparato venenoso, la forma

en que ocurre el ataque por parte del caracol conico y la naturaleza de su veneno [24].



A partir de esto, se profundizé mas para dilucidar los componentes del veneno y fue hasta
el afio 1981 que las primeras conotoxinas se purificaron y caracterizaron a partir del veneno
crudo extraido de Conus geographus, una especie peligrosa de Conus que ha causado la
muerte en humanos. Los primeros péptidos de interés, fueron aquellos que al ser
inyectados en peces o ratones causaron paralisis y muerte, puesto que tienen como blanco
molecular canales idnicos importantes para la trasmision neuro-muscular. Desde entonces
la investigacion sistematica de sus toxinas ha continuado a pasos acelerados. Son
compuestos tan diversos que hasta ahora s6lo una minuscula fraccién de la diversidad total

de los componentes toxicos han sido caracterizado en detalle [25].

El veneno, distintivo de cada especie de predadores del género Conus, es principalmente
de naturaleza peptidica; sus componentes son relativamente pequefios (en promedio de 25
aminoacidos) y por lo tanto son relativamente faciles de sintetizar. Son denominados

comunmente como conopéptidos o conotoxinas [18, 26, 27].

Cada especie produce mas de 100 péptidos unicos, con un solapamiento estimado del 5%

interespecie [17].

Sintesis del veneno

Los conopéptidos se expresan como proteinas precursoras (pre-pro-péptidos) que son
procesados en el reticulo endoplasmico (RE) y el aparato de Golgi [28]. Todas son
traducidas a través de un mecanismo ribosomal convencional y los mMRNA que codifican a

cada péptido pueden ser identificados en el conducto del veneno [26].

La organizacion del pre-pro-péptido consiste en: una secuencia sefial tipica en el extremo
amino (NH.-terminal) conocida como regién “pre”, de aproximadamente 20 aa, y altamente
conservada; una region “pro” intermedia conformada por 20-40 aa, con una tasa de
mutacion alta; y finalmente, el péptido maduro, la region biolégicamente activa que consta
de 10-30 aa, localizada en el extremo carboxilo. Una sefial estandar (XR) que sirve para la
protedlisis, es generalmente encontrada inmediatamente antes del péptido maduro (o toxina
madura) (Figura 9) [27].
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Después de la traduccion
llevada a cabo por los
ribosomas, el precursor
polipeptidico ingresa al
RE donde se realizan
algunas  modificaciones

post-traduccionales
(PTMs) y la protedlisis
especifica, para dar lugar

a una toxina madura [27].

Estas PTMs requieren una
maquinaria enzimatica
especializada que cambia
la naturaleza de algunos
de los residuos de aa, y
confieren una diversidad

excepcional a nivel inter e

Figura 9. Esquema del proceso de maduracién de un intra especie [27, 29].
conopéptido (disefio propio).

Las PTMs mas comunes son: la formacioén de puentes disulfuro, la y-carboxilacion del acido
glutamico, la hidroxilacién de valina en la y-posicidn, de prolina en C-4, y de lisina en C-5,
la sulfatacion de tirosina, la bromacién de triptéfano en el C-6, la efimerizacién de los
residuos L- a D-, como la de leucina, triptéfano, valina y fenilananina, la amidaciéon C-
terminal, la O-glicosilacion de treonina o serina y la piroglutamilacién de glutamina N-

terminal [30].

En las conotoxinas, la caracteristica mas importante y prevalente es la formacién de
puentes disulfuro, que brindan estabilidad y rigidez a las conotoxinas. Con sdlo algunos
cambios en los residuos inter cisteinas, se puede lograr que el péptido tenga efecto en un
blanco molecular diferente, entre los que se encuentran: canales idnicos, receptores

acoplados a proteinas G (GPCRs) o transportadores de neurotransmisores [16, 31, 32].
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Clasificacion de las conotoxinas

Las toxinas presentes en el veneno de los caracoles cénicos histéricamente fueron divididas
en aquellas que eran ricas en residuos de cisteina o “conotoxinas” y las que no presentan
residuos de cisteina o solo un par llamados “conopéptidos”; ahora esta distincion es

considerada redundante [16, 31].

Las conotoxinas pueden ser clasificadas en las siguientes tres categorias: 1) en base a su
secuencia senal (superfamilias genéticas), 2) dependiendo del patrén o arreglo de cisteinas

(familias estructurales) y 3) por el blanco molecular (familias farmacologicas) [29].

Superfamilia genética

La secuencia sefal clasifica a las toxinas dentro de una Superfamilia; hasta la fecha se
conocen cerca de 26 Superfamilias y son designadas con letra mayuscula, que son: A, B1,
B2,B3,C,D,E,F,G H,I11,12,13,J,K, L, M,N,01,02,03,P,Q, S, T,Ve Y [29, 31].

Mas de 2,500 secuencias nucleotidicas se encuentran catalogadas en ConoServer, donde
el 15% de ellas son secuencias gendémicas. Los precursores de las conotoxinas
comprenden 3 regiones y soélo la region “pre”, péptido sefal del RE, es altamente
conservada entre subgrupos particulares; por esta razon es usada para agrupar a las
conotoxinas en superfamilias genéticas. En la Tabla 1 se enlistan las diferentes
superfamilias, la secuencia consenso, el nimero correspondiente de péptidos identificado

y el arreglo de cisteinas que puede encontrarse en cada una de ellas [28].

Tabla 1. Superfamilias genéticas de las conotoxinas [29, 33].

Superfamilia Péptidos Arreglo de cisteinas Secuencia consenso del péptido
genética identificados encontrado sefal (region "pre")

A 202 I, 11, 1V, XIV MGMRMMFTVFLLVVLATTVVSXTS
B1 14 Conantoquinas MXLYTYLYLLVPLVTFHLILGXGT
B2 1 VIl MLRLITAAVLVSACLA
B3 1 XXIV METLTLLWRASSSCLLVVLSHSLLRLLG
C Contulaquinas MXXAYWVMVMMMVX I XAPLSEG
D 28 XV, XX MPKLEMMLLVLL ILPLXYFDAAGG
E 1 XXII MMTRVFFAMFFLMALTEG
F 1 No definido MQRGAVLLGVVALLVLWPQAGA
G 1 Xl MSGMGVLLLVLLLVMPLAA
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H 7 VINVII MNTAGRLLLLCLALGVLVFESLG

11 17 VI/VIL XI MKLXXTFLLXLXTLPXXXG

12 57 X1, Xl MMFRXTSVXCFLLV I XXLNL

I3 7 VI/VIL, XI MKLVLAIVXILMLLSLSTGA

J 12 XV MPSVRSVTCCCLLWXMLSXXLVTPGSP
K 4 XXII MIMRMTLTLFVLVVMTAASASG

L 13 XV MXXXVMEXVXLXLTMPLTX

LA L IV, VIIVIL X, X, XITV,

M 361 XVI MMXKXGVXMLX TXLXLFPLXXXQLDA
N 3 XV MSTLKMMLLILLLLLPXATFDSDG
o1 460 [, VIVIL, X, XIV MKLTCVXIVAVLFLTAXXLXTA
02 84 VI/VILL, XIV, XV MEKLTILLLVAAVLMSTQALXQS
03 28 VI/VII MSGLGIMVLTLLLLVFMXTSHQ

P 9 IX MHXXLXXSAVLXLXLLXAXXNFXXVQ
Q 4 XVI, VI/VII MHTLEMLLLLLLLLPLALG

S 13 VIII MMXKMGAMFVLLLLFXLXSSQQ

T 157 I, V, X, XVI MRCLPVEXTLLLL IXSAPSVDA

V 2 XV MMPVILLLLLSLAIRXXDG

Y 1 XVl MOKATVLLLALLLLLPLSTA

*Donde la X significa aminoacido no determinado

Familia estructural

Dependiendo de la disposicién de los residuos de cisteina en la secuencia primaria de la

toxina madura se agrupan en familias estructurales. Por ejemplo, un péptido maduro puede

tener un numero variable de residuos de cisteinas (4, 6, 8, 0 10) y su respectiva posicién

puede variar. Seis cisteinas pueden estar organizadas como CCC-C-C-C o CC-C-C-C-C o

CC-C-C-CC, donde “-‘ representa un numero variable de aa [28]. Las familias estructurales

estan representadas con un numero romano vy, a la fecha, 26 distintos tipos de arreglos de

cisteina han sido descritos, de acuerdo a lo mostrado en la siguiente tabla:

Tabla 2. Clasificacion de las conotoxinas, segun el arreglo y patron de cisteinas [34].

Numero
[T G Patron de cisteinas NHITETD CE
arreglo de cisteinas
cisteinas
I CC-C-C 4
Il CCC-C-C-C 6
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Il CC-C-C-CC 6
IV CC-C-C-C-C 6
Vv cCc-CC 4

VIVIl  |c-Cc-cc-C-C 6

VIl |c-C-C-C-C-C-C-C-C-C| 10
IX C-C-C-C-C-C 6
X CC-C.[POIC 4
XI C-C-CC-CC-C-C 8
Xl C-C-C-C-CC-C-C 8

Xll  |c-c-c-cc-c-Cc-C 8

XIV  |c-c-Cc-C 4
XV  |c-C-CC-C-C-C-C 8

XVl  |c-c-cc 4

XVl |c-C-CC-C-CC-C 8

XVIll  |c-C-CC-CC 6

XIX  |c-c-c-ccc-c-C-C-C 10
XX  |c-CC-C-CC-C-C-C-C 10

XXI  |cc-c-c-C-CC-C-C-C 10

XXl |c-c-c-C-C-C-C-C 8

XXIll  |c-C-C-CC-C 6

XXIV  |c-cc-C 4

XXV |c-c-c-c-CcC 6

XXVl  |c-c-Cc-C-CC-CC 8

Familia farmacolégica

La produccion de una gran cantidad de péptidos, bioldgicamente activos, es una adaptacion
evolutiva de depredadores con movimiento lento y carentes de aditamentos mecanicos.
Una alta especificidad a sus blancos permite un uso mas rapido y eficiente de un menor
namero de moléculas y evita gasto energético. Aunque también puede que dos o mas
conotoxinas actuen de forma paralela, esto con la finalidad de asegurarse que la presa

quede inmovilizada, este ultimo efecto se conoce como “camarilla de toxinas” [9].

La familia farmacolégica o funcional, se describe con base al blanco molecular de la toxina

y se representa con una letra del alfabeto griego (
Tabla 3) [29].
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Tabla 3. Familias farmacoldgicas, de acuerdo a la molécula en la que tienen efecto [26].

2 TOXINA(S)
FAMILIA MOLECULA BLANCO REPRESENTATIVA
Receptores nicotinicos de acetilcolina
alfa(a)-conotoxina | (nAChR) Gl
chi(x)-conotoxina | Transportador neuronal de noradrenalina MrlA, CMrVIA
Canales de sodio dependientes de voltaje
delta(d)-conotoxina | (agonista, retardada inactivacion) TxVIA
epsilon(g)- Canales de calcio presinapticos o receptores
conotoxina presinapticos acoplados a proteinas G TxVA
gamma(y)-
conotoxina Corrientes cationicas neuronales (entrantes) | PnVIIA, TxVA
Canales de sodio dependientes de voltaje
iota(l)-conotoxina | (agonista, no retardada inactivacion) RXIA
kappa(k)- Canales de potasio dependientes de voltaje
conotoxina (blogueador) PVIIA
Canales de sodio dependientes de voltaje
mu(u)-conotoxina | (antagonista, bloqueador) GIIIA
omega(w)- Canales de calcio voltaje dependientes
conotoxina (bloqueador) GVIA
rho(p)-conotoxina | Alfal-adrenocetores (GPCR) TIA
sigma(o)- Canales ionicos 5-HT3 dependientes de
conotoxina serotonina GVIIIA
tau(t)-conotoxina | Receptores de somatostatina CnVA
Contulaquinas Receptores de neurotensina Contulaquina-G
Conantoquinas Receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) | Conantoquina-Br
Conorfamidas Canal de potasio Shaker Conorfamida-Sr3
Conopresinas Receptores de vasopresina Conopresina-S
Contrifanos Canales de calcio tipo L Contrifano-R

Las toxinas de Conus pueden generar distintos tipos de respuesta en su presa como por
ejemplo [32, 35]:

1) Excitabilidad celular. Provoca un estado permanente de contraccién de las fibras
musculares de la presa (llamado estado tetanizado).

2) Inhibicién motora. Inhibe los canales de Na*, Ca?*y a los receptores nicotinicos
postsinapticos provocando la inhibicién total de la neurotransmision. La inhibicion se

da poco a poco y se logra después del efecto tetanizante.
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3) Inhibicién Nirvana. Algunos Conus atrapan a sus presas con su boca falsa en forma
de red (dentro de la probdscide son liberadas las toxinas), y se cree que un efecto

anestésico en la presa facilita su caza.

Nomenclatura

La convencion para el nombramiento de las conotoxinas se basa en el sistema NC-IUPAC
(del inglés: The International Union of Basic and Clinical Pharmacology Committe on
Receptor Nomenclature and Drug Classification) [28]. Como se ilustra en la Figura 10, la
primera letra en griego indica el blanco farmacoldgico de la toxina. En seguida una o dos
letras (la primera en mayuscula) que indican la especie de donde fue aislada la conotoxina,
en este caso C. pennaceus. Esta (s) letra (s) es (son) seguida (s) de un niumero romano
que provee informacién del arreglo de cisteinas que presenta. Finalmente una letra
mayuscula denota el orden en que fue descubierta la toxina de esa categoria (la especie +
arreglo de cisteinas). Si el blanco molecular no ha sido identificado para la toxina en
cuestion, se omite la letra griega, se utilizan letras minusculas para indicar la especie,
numeros arabigos para indicar el arreglo de cisteinas y letras minusculas para detallar el

orden en el que fue descubierta [28].

Figura 10. Nomenclatura de conotoxinas, basado en el sistema NC-IUPHAC [28].

16



Puesto que la finalidad del veneno es la de inmovilizar y matar a sus presas, el blanco de
accion principal recae en los canales ibnicos de membrana que transmiten las senales

quimicas y eléctricas, o en los receptores que las modulan [16].

Senales eléctricas: Potencial de accién

La membrana celular, que es una bicapa lipidica semipermeable; separa el medio externo
del interno de la célula, y aunque la concentracion total idnica es similar en ambos lados de
la membrana, la concentracién idnica especifica (por ejemplo de iones de K*) es diferente.
La difusién iénica generada por el gradiente electroquimico crea una diferencia de cargas
entre el medio extracelular y el intracelular, lo que se traduce en un potencial de membrana

que es del orden de -100mV (negativo dentro de la célula) [36].

El potencial de accion es un cambio breve pero pronunciado de la polaridad de membrana,
dura aproximadamente 1 milisegundo (Figura 11). En un potencial de accion el voltaje a
través de la membrana se invierte; el interior se vuelve positivo en relacion a exterior; luego
vuelve rapidamente a la situacion inicial y se restaura el potencial de reposo. ElI cambio
rapido en la polaridad tiene lugar cuando la estimulacion eléctrica produce un potencial
graduado mayor, que hace que el potencial de membrana descienda a -50 mV denominado

potencial umbral (cambio importante sin necesidad de estimulacion) [37].

Después el voltaje asciende bruscamente a 0 mV y continda haciéndose mas positivo hasta
que la carga en el interior de la membrana llega a +30 mV. Después el potencial de
membrana se invierte superando su potencial de reposo, produciendo una leve
hiperpolarizacion (rectificacion hacia el exterior) para finalmente volver a su potencial de

reposo [37].

17



Figura 11. Fases del potencial de accion en los canales de Na* y K* dependientes de voltaje. 1)
despolarizacion. Comienza con la apertura de los canales de Na*; 2) Cierre del canal de Na*
(se inactivan); 3) Apertura del canal de K*, contribuye a la repolarizacion; y 4) El potencial de
reposo se restaura, las compuertas vuelven a su posicion inicial [37].

Canales idnicos

Los canales i6nicos son responsables de la generacion y orquestacion de las sefiales
eléctricas que atraviesan el cerebro que piensa, el corazon que late y el musculo que se

contrae [38].

Estan constituidos por proteinas transmembranales, embebidas en la membrana
plasmatica formando poros hidrofilicos que facilitan la difusiéon de los iones inorganicos
(Na*, K, CI, etc.) a través de las membranas biolégicas de manera especifica y selectiva.

Posen dos caracteristicas [39]:

a) Selectividad idnica; permiten el paso de iones especificos, discriminandolos por
tamario y carga.

b) Actividad de compuerta; por la que se abren, cierran e inactivan.
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Atendiendo a sus propiedades cinéticas (activacion-inactivacion-desactivacion),
caracteristicas farmacologicas y al estimulo que determina el cambio conformacional,

podemos clasificar los canales iénicos en (Figura 12) [38]:

a) Activados por cambios en el voltaje (canales voltaje-dependientes)

b) Activados tras la interaccidén de un agonista con su receptor especifico localizado en
la superficie de la membrana celular (canales receptor ligando-dependientes).

c) Activados por mediadores intracelulares (Ca?*, ATP nucledtidos ciclicos protein-
cinasas y acido araquidonico).

d) Activados tras deformacién mecanica celular (canales activados por distensién o

aumento del volumen celular).

Figura 12. Regulacion de canales idnicos. Segun el tipo de canal iénico, las compuertas del
canal se abren en respuesta a una alteracion de la diferencia de voltaje a través de la membrana
(a); a la union de un ligando quimico al canal (b y c) de la célula, o a la estimulacién mecanica
(d) [40].

Estos canales no son simples poros conductores, poseen tres propiedades fundamentales
[40]:

i) Permiten el flujo de iones a una velocidad muy superior a la de cualquier otro
sistema biolégico. El flujo de iones que atraviesa cada canal puede medirse
como una corriente eléctrica, que puede producir rapidos cambios en el potencial

de membrana.
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i) Discriminar cuales iones pasan. La selectividad iénica depende del diametro, la
conformacion estructural de los canales idnicos y la secuencia de aminoacidos
altamente conservada que lo forman.

iii) Responder a un estimulo. Las proteinas del canal son capaces de adoptar
diversos estados conformacionales. En general, existe un estado conductor
(estado abierto, que permite el paso de iones a través de ellos) y dos no-

conductores (estado inactivo y cerrado).

Asi los canales i6nicos juegan papeles importantes en la fisiologia y toxicologia humana
como lo son: contraccion cardiaca, transmision neuronal, responder a cambios de
temperatura, liberacién hormonal, regulacién de apoptosis, estrés oxidativo y de pH celular,
asi como la deteccion de varias sustancias quimicas (encontradas en aire, agua y suelo)
que son producidas por contaminacion y patologias humanas. Por lo tanto, los canales

idnicos estan involucrados en varios procesos fisiolégicos a nivel celular y sistémico [41].

En este trabajo nos enfocaremos en los canales de potasio.

Canales de potasio (K+).

Los canales de potasio representan el grupo mas numeroso (Figura 13), heterogéneo y
ubicuo de proteinas estructurales de membrana en células excitables y no excitables. El
humano posee mas de 90 genes que codifican las subunidades principales de los canales
de potasio [42, 43].

El papel crucial de los canales de potasio como reguladores primarios de las propiedades
eléctricas intrinsecas en células excitables, ha sido bien establecido. En el caso de células
no excitables, los canales de potasio controlan el volumen celular, la proliferacion,
diferenciacion y la sobrevivencia. Tal heterogeneidad de funciones en cada tipo celular se
logra mediante la expresion de un patron especifico de corrientes de K*, cada una con
localizacién subcelular, propiedades biofisicas, modulacion y perfil farmacolégico distintos.
De hecho, los estudios electrofisioldgicos en una variedad de modelos celulares han

revelado una asombrosa diversidad funcional de la familia de canales de K* [44].
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Figura 13. Representacion de las relaciones de aminoacidos en la regién del Filtro de
Selectividad (FS) de la superfamilia de canales i6nicos dependientes de voltaje. Son los 143
miembros de los canales idnicos dependientes de voltaje, relacionados estructuralmente,
destacan siete grupos de familias de canales idénicos. Se pueden observar los canales de cuatro
dominios (Nay y Cay) en ramas azules, los canales regulados por nucleétidos ciclicos en
magenta, los canales de receptor de potencial transitorio (TPR) y relacionados en verde y los
canales de potasio en rojo, los canales Kv10-12 tienen un dominio de unién a nucleétidos
ciclicos [45]. La familia de KCNQ (K.7) se remarco con una estrella color verde.

Los canales de potasio son blanco importante para el desarrollo de farmacos, puesto que
su deficiencia o mutacion, se encuentra directamente relacionada con enfermedades en
humanos (Figura 14) [42, 46].
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Figura 14. Enfermedades relacionadas con los canales de potasio y su ubicacion principal en
el humano [42].

Familia de canales de potasio dependientes de voltaje KCNQ

Entre los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv), la familia Kv7 (codificada por los
genes KCNQ) comprenden 5 miembros (Kv7.1 a Kv7.5); Kv7.1 es expresado principalmente
en células cardiacas, mientras que Kv7.2, Kv7.3, Kv7.4 y Kv7.5 se encuentran ampliamente
distribuidas en neuronas y células sensoriales primarias como se observa en la Figura 15
[44].
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Figura 15. Distribucion de las subunidades de Kv7 en los diferentes tejidos corporales. Se
aprecian los principales sitios de expresion para cada subunidad de Kv7 [44].

Aunque muchas enfermedades han sido asociadas a mutaciones en los genes que
codifican para canales de potasio, es interesante resaltar que, todas las mutaciones en la
familia de canales de potasio KCNQ estén directamente relacionadas con enfermedades
en humanos (Tabla 4) [38, 47, 48]. Dicha familia de canales de K*, aunque ha sido

identificada recientemente, ha atraido el interés en su estudio debido a:

a) La mayoria de los canales de la familia KCNQ, tienen una clara correlacion
fisiologica.

b) Es una de las primeras familias de canales i6nicos en las cuales las mutaciones han
sido directamente relacionadas con enfermedades humanas.

c) Tiene al menos un agente farmacoldgico que muestra selectividad para estas

corrientes, algunos de los cuales pueden representar farmacos utiles.
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Tabla 4. Familias genéticas de KCNQ. Ubicacion principal en el organismo, subtipo con el que
pueden formar heteromultimeros y enfermedades asociadas a su mutacion [47].

) ENFERMEDADES
FUNCION ASOCIADAS
CON MUTACIONES

PRINCIPAL | COENSAM-
LOCALIZACION| BLAJE

Corazon, coclea,
intestino, rifdn,
KCNQ1 pulmon,

GEN

Sindrome de largo QT

KNCE1 Transporte (LQTS),

KCNE3 | de potasio

pituitaria, Sordera congénita (JLNS)
placenta
Cerebro, .
ganglios, KCNQ3 | Control de Con\_/uIS|ones _n_eonatales
KCNQ2 . oo benignas familiares
musculo, KCNE2 excitabilidad
? (BFNS)
testiculos
KCNQ2 .
Cerepro, KCNQ4 | Transporte Con\_/uIS|ones _n_eonatales
KCNQ3 ganglios, bazo, KCNQ5 | d tasi benignas familiares
coclea epotasio | gpNs)
KCNE2
Oido interno,
nucleos del

Transporte |Pérdida de audicién

KCNQ4 tronco cerebral, KCNQ3 de potasio sindrémica DENA2

células ciliadas
vestibulares

Cerebro, d
ganglios, KCN Control de Se greedque plue © causar
KCNQS musculo CNQ3 excitabilidad | " tl'pO © epriepsia y
s desérdenes cognitivos
esquelético

Similar a otros canales de potasio dependientes de voltaje, los canales Kv7 son tetrameros,
formados por 4 subunidades a (Figura 16a), idénticas (homdmeros) o compatibles
(heterémeros); cada subunidad a muestra un arreglo topoldgico de seis segmentos
transmembranales (nombrados como S1 a S6), y terminaciones NH, y COOH intracelulares
(Figura 16a) [47].

La regién carboxilo terminal (COOH) tiene alta similitud entre la familia y es nombrado como
dominio A (A-domain), presenta longitud variable y puede formar “receptosoma” o
“canalsoma” al incorporarse con multiples vias de sefalizacién, podria ser blanco de varias
senales de modulacion [46]. La regién amino terminal (NH-) tiene un tamafo de 100 aa
(Figura 16b) [47].
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Subunidad o

KCNQ

Asa(P) |56

NH

CoOo

a b

Figura 16. Esquema de: a) formacion del poro del canal por las cuatro subunidades a; b)
subunidad a de la familia KCNQ, con seis segmentos transmembranales (S1-S6), la subunidad
cuatro (S4) se encuentra positivamente cargado, el asa (P) es la formadora del poro del canal,
la region carboxilo terminal es diferente en cada uno de los subtipos de la familia KCNQ.

Los primeros cuatro segmentos S1-S4, forman el Médulo Sensor de Voltaje (MSV) (Figura
17a). El segmento S4 se encuentra cargado positivamente (Figura 16b), presentando una
distribucion regular de seis residuos de aminoacidos basicos cada tercer posicion (residuos
de Arginina (R) y Lisina (K); por ejemplo en Shaker su Filtro de Selectividad (FS) es de la
forma: AILRVIRLVRVFRIFKLSRHSK), excepto KCNQ1 que presenta solo cuatro. El MSV
detecta los cambios en el potencial de membrana, bajo el efecto del voltaje, S4 se mueve
hacia el medio extracelular, cambio conformacional que resulta en la apertura del canal y
los residuos conservados en los segmentos S1-S3 (residuos aromaticos: Fenilalanina,
Triptéfano, o Tirosina y residuos negativamente cargados: Acido aspartico y Acido
glutdmico) ayudan a la estabilizacién de S4 en sus diferentes estados conformacionales
[36, 49, 50].

Estos segmentos continuan con los ultimos dos mediante el enlace S4-S5. Los segmentos
S5-P-S6 forman el dominio del poro central a través del cual los iones de potasio y las
moléculas de agua se difunden (Figura 17a). La parte mas angosta del poro, el filtro de
selectividad (FS), se encuentra hacia el lado extracelular de la proteina y presenta la
secuencia candnica GTGVT. Inmediatamente debajo del FS se encuentra una cavidad llena

de agua casi en el centro de la bicapa lipidica (Figura 17b) [44, 47, 51].
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El paso de potasio a través del canal esta bloqueada por dos compuertas consecutivas: La
primera formada por el cruce de las hélices internas de los segmentos S6 (compuerta BC)

y la segunda es a nivel del FS (Figura 17b) [49].

b
a

Figura 17. Cristalografia de un canal Kv. a) vista extracelular del canal, se observan las cuatro
subunidades a formando el poro del canal y como es el arreglo que forma el médulo sensor de
voltaje (S1-S4) y en el centro el poro del canal ya formado, y b) se muestran lateralmente dos
subunidades aq, divididas en tres regiones: FS, cavidad central y tunel interno. Las ultimas dos
regiones se encuentran llenas de agua [49, 51].

La descripcion del ciclo de compuertas, en inglés conocido como “gating”, del Kv
comprende cuatro distintos estados cinéticos (Figura 18). En reposo, la compuerta de
activacion BC se encuentra cerrada (C) mientras que el SF esta abierto (O). Definimos esta
conformacion como estado C/O. Cuando un estimulo activador impulsa la apertura de la
compuerta BC, el flujo selectivo de K* puede mantenerse durante centésimas de
milisegundos a través del estado abierto (O/O). Sin embargo, como consecuencia del
acoplo alostérico entre la BC y la hélice del poro cerca del SF, la apertura de la compuerta
de activacion en muchos canales conduce a una serie de cambios estructurales en el SF
que lo hace no-conductor (O/I), proceso conocido como inactivacion tipo-C. Una vez que el
estimulo cesa, la puerta de activacién del canal regresa a su estado cerrado y el canal
ocupa transitoriamente el estado cerrado-inactivo (C/l) con el SF inactivo. Por ultimo las
interacciones alostéricas con la compuerta de activacién logran reiniciar el FS a su

conformacion conductiva (C/O), completando el ciclo [52].
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Figura 18. Esquema del ciclo de compuertas o "gating” [52].

El poro del canal comprende una cavidad acuosa no polar, que conduce hacia la regién
extracelular (Figura 17b). Es un poro estrecho de 12 A de longitud, revestido
exclusivamente por atomos de oxigeno del grupo carbonilo de los residuos de aminoacidos
del FS, donde los atomos de K* se encuentran estrechamente unidos. Este arreglo crea
cinco potenciales sitios de union para los atomos de K* (S0-S4) en un estado casi
deshidratado (en este estado se ajusta coordinadamente con los oxigenos del carbonilo de
la estructura principal), los tres sitios mas extremos (S1-S3) se encuentran rodeados por
ocho atomos, mientras que el S4, adyacente a la cavidad central, esta formado por cuatro
atomos de oxigeno de carbonilos y cuatro atomos de oxigeno de la cadena lateral del

aminodacido (aa) treonina (Figura 19) [53, 54].

El FS se representa como cinco conjuntos de cuatro atomos de oxigeno en un plano (la
parte superior es la region extracelular), con iones K* (esferas verdes) y moléculas de agua
(esferas rojas). Los iones de K* se coordinan con ocho atomos de oxigeno cuando estan
en los sitios S1, S3 y S2, S4. El movimiento a lo largo del FS cuando es independiente de
la concentracién (ic) y cuando es dependiente de la concentracion (dc) implicaria la
coordinacién octaédrica por seis atomos de oxigeno, dos proporcionados por las moléculas

de agua que intervienen (Figura 19 y Figura 20) [53].
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Figura 19. Topologia de los canales Kv. Acercamiento del FS y los cinco sitios formados por la
region altamente conservada GTGVT, b) Estructura del Kv en presencia de altas
concentraciones de K*. Abreviaturas EC por Extracelular e IC por Intracelular [55].

Los eventos elementales que subyacen al proceso de conduccion idnica se visualizan mejor
con un ciclo de transporte entre multiples estados de los iones. En el proceso una molécula
de agua por una de K" es transportada a través del estrecho poro del canal, donde el FS
estd ocupado predominantemente por dos iones K*, en los sitios [S1, S3] o [S2, S4]. En
algun punto (por ejemplo, durante un evento de conduccion hacia el exterior), un tercer ién
“salta” de la cavidad vestibular intracelular al sitio S4, mientras que dos iones en el FS estan
ubicados en los sitio S1y S3. El ion entrante induce una transicién concertada a un estado
en el que los tres iones ocupan los sitio S4, S2 y S0, que es seguido de la rapida disociacién
y salida de los iones mas externos en SO en el lado extracelular, produciendo la conduccion

de un ion K*, en un flujo de aproximadamente 108 iones por segundo (Figura 20) [56].
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Figura 20. Esquema del mecanismo de transporte en “una sola fila” [53].

El principal método utilizado en la actualidad para estudiar los desplazamientos de iones y
los canales idnicos en las células vivas consiste en la medicion de las alteraciones de la
corriente eléctrica. Las técnicas de registro eléctrico (electrofisiolégicas) permiten detectar
y medir la corriente eléctrica que fluye a través de los canales [40]. Se ha extendido el uso
de ovocitos de Xenopus laevis, transfectados con un canal idbnico particular, conectados por
medio de electrodos a un sistema de registro [47]. Esta técnica se conoce como Fijacién de
Voltaje con Dos Electrodos (TEVC por sus siglas en inglés Two Electrode Voltage Clamp)
[57].
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JUSTIFICACION E IMPORTANCIA
B

Los venenos de Conus contienen una gran diversidad de toxinas, de las cuales solo se
conoce una pequeia fraccion de sus blancos moleculares. La amplia gama de
componentes activos provenientes de una sola especie, proveen una alta probabilidad de
que presenten compuestos con actividad de activacion y/o inactivacion en los canales de
potasio dependientes de voltaje de la familia KCNQ, caracteristica que hace a dichas
conotoxinas de interés, como herramientas de investigacion electrofisiolégica y para el

desarrollo de nuevos farmacos.
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HIPOTESIS

En los conductos venenosos de las especies vermivoras C. fergusoni y C. spurius, se

expresan toxinas con efecto en los canales de K* de la familia KCNQ.
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OBJETIVOS

General

Caracterizar las toxinas extraidas del veneno crudo de C. spurius y C. fergusoni que
presenten actividad sobre los canales de potasio subtipo KCNQ (KCNQ1, KCNQ2, KCNQ3,
KCNQ4 y KCNQ5).

Particulares

1. Obtener la expresion heteréloga de los diferentes subtipos de los canales de potasio
de la familia KCNQ.

2. Evaluar las fracciones del veneno de C. fergusoni'y C. spurius sobre los diferentes
subtipos de los canales de potasio de la familia KCNQ.

3. Caracterizar bioquimicamente la toxina F2-21 de C. spurius.
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MATERIALES Y METODOS

Propagacion de los cDNA KCNQ1, KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4 y KCNQ5.

1.1. Preparacion de células competentes.

Para la transformacién, se prepararon células quimiocompetentes. Se cultivaron células
XL1 Blue en cajas Petri estériles de 90x15 mm con medio LB (3 ml mas 3ul de células en
glicerol) adicionado con 1000 pl de tetraciclina (10 mg/ml) y se incubaron toda la noche (8
a 16 horas) a 35°C. Del cultivo de toda la noche se tomaron 1.6 ml los cuales se colocaron
en un matraz de 250 ml con 50 m de LB, para después incubarlos a 37°C hasta alcanzar
una DO de 0.8. Después el cultivo se centrifugdé en un tubo cénico de 50 ml a 1000 rpm
(117 g) durante 10 minutos en una centrifuga refrigerada (4°C) (eppendorf Centrifuge 5430
R, rotor F-35-6-30) y se elimind el sobrenadante. El sedimento celular se resuspendi6 en
CaxCl+2H,0 0.1 M de forma suave (para no lisar células) utilizando un décimo del volumen
del cultivo. Se agregaron 88 ul de DMSO por cada ml de células en CaxCl. Se hicieron
alicuotas de 100 ul en tubos para microcentrifuga de 1.5 ml los cuales se congelaron
inmediatamente con hielo seco y etanol, para ser almacenadas a -70°C hasta su uso. En
estas condiciones, las células pueden guardarse durante varias semanas sin la pérdida de

su competencia.
1.2. Transformacién de células competentes

En un ambiente estéril, se descongelaron de manera lenta, sumergiendo dentro de una
charola con hielo a temperatura ambiente, los tubos con células de Escherichia coli
competentes, inmediatamente se afiadio 1 yl de plasmido con una cantidad minima de 500
ng u optima de 1 ug (cDNA adquiridos a través de un acuerdo de “transferencia de
materiales” de la Universidad de Utah del laboratorio del Dr. Baldomero Olivera). La mezcla
se mantuvo en hielo durante 30 minutos, posibilitando su adsorcion a la superficie celular.
Se realizé un choque térmico al pasar el tubo para microcentrifuga de 1.5 ml a una
temperatura de 42°C (en un bloque térmico electronico) durante 1 minuto y enseguida se
colocé en hielo durante 5 minutos, permitiendo la entrada del cDNA exdgeno. Después se
agregaron 900 ul de medio SOC (Anexo 1) con delicadeza (para que las células no se
rompieran, pero mezclando bien) y se dejaron durante 1 hora a 37°C para su recuperacion,
permitiendo que el plasmido exdgeno se segregue durante la division celular (3-5
generaciones).
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Después de la recuperacion de las cepas, se sembraron alicuotas (Anexo 2) por separado
en cajas Petri con medio LB-agar selectivo, anadiendo al medio antibioticos de resistencia
(en este caso, Ampicilina 80 pg/ml). Se incubaron a una temperatura de 37°C alrededor de
8 a 16 horas, tiempo en el cual ya eran visibles las colonias crecidas y transformadas sobre

el medio.

Después de la incubacion, se seleccionaron solo colonias aisladas con bordes bien
definidos, para ello se tomé toda la colonia con la punta de la micropipeta y se colocé en
tubos cénicos estériles de 15 ml los cuales ya tenian 3ml de medio LB-liquido selectivo
(ampicilina a una concentracion de 1ug/ml) en un ambiente estéril. Se incubaron en

agitacién a 37°C durante 24 horas.

Al término de la incubacion se almacend una alicuota (500ul) en glicerol 50% a -70°C, y el
resto se purificd con el kit comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System, de

la marca Promega, con el fin de obtener unicamente el DNA plasmidico.

1.3. Transcripcion in vitro para obtener el RNA de KCNQ1, KCNQ2, KCNQ3, KCNQ4 y
KCNQ5.

Después de la purificaciéon de DNA (obteniendo DNA plasmidico) de los diferentes clones
se realiz6 una linealizacion utilizando enzimas de restriccion como se menciona en el Anexo
3.

La digestion se realizd durante 15 minutos a 37°C, esto para linealizar el plasmido y

después se purificé con el kit EZ-10 Spin Column PCR Purification Kit (Bio Basic).

Para hacer la transcripcion in vitro de cada subtipo de KCNQ, se utiliz6 el fragmento
linealizado y purificado del cDNA, y el kit comercial MMESSAGE mMACHINE Kit (Ambion
Corporation) para el promotor especifico de cada plasmido (Anexo 3), para asi obtener el
mRNA.

En seguida el mRNA fue purificado mediante el RNeasy Mini Kit (Quiagen), de acuerdo con

las indicaciones del fabricante, y se cuantific6 mediante Nanodrop 2000.
1.4. Obtencién de los especimenes de Conus

Los ejemplares de Conus fueron capturados con ayuda de redes camaroneras. Estos se

mantuvieron en congelacion (-70°C) hasta su procesamiento [58].

34



1.4.1 Obtencion del veneno

Se realiz6 la diseccion del cono para obtener los conductos venenosos; los conductos se
colocaron en una solucién de extraccién proteica (2% (V/V) de acido trifluoroacético (TFA),
40% (V/V) y acetonitrilo (ACN)). Estos fueron macerados con el homogenizador Tissue
Tearor 985370 de BioSpec Products, en la velocidad seis, hasta que se observd que el

tejido se habia disgregado en su totalidad.

Posteriormente, el extracto se paso6 a tubos para microcentrifuga de 2 ml y se centrifugé a
12,000 g durante 20 minutos. El sobrenadante (fraccién rica en péptidos) se separd y la
concentracién de proteina fue determinada utilizando Nanodrop 2000 a una longitud de
onda de 280 nm.

1.4.2. Fraccionamiento del veneno crudo por RP-HPLC

Se utilizé la técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en Fase Reversa (RP-
HPLC), a temperatura ambiente, que sirve para la separacién de péptidos de una mezcla
compleja de compuestos biolégicos (moléculas como: aa, proteinas, acidos nucleicos,

hidrocarburos, carbohidratos, plaguicidas, etc.).

Las columnas para cromatografia de liquidos se construyen generalmente con un tubo de
acero inoxidable de diametro interno uniforme. En este se usé una columna C18 analitica
de silice (Vydac C18, 218TP54, con las medidas: 5 um de particula, 300 A de poro y 250
mm x 4.6 mm). Se utilizé una precolumna C18 de silice (Vydac C18, 218TP54, con las

medidas: 5 um de particula, 300 A de poro y 10 mm x 4.6 mm).

Se utilizaron como eluyentes la solucion A que consiste de acido trifluoroacético (TFA) al
0.1% y H20 grado HPLC y una solucién B compuesta por TFA al 0.085% y ACN al 90% en
un gradiente lineal que va del 5 al 100% de solucién B en 95 minutos con un flujo de 1
ml/min (Tabla 5).

Tabla 5. Gradiente lineal utilizado. Se observa el porcentaje de solucion B que va del 5 al 100%

con respecto al tiempo de retencién. También se consider6 el porcentaje de A realizado para
RP-HPLC durante el estudio.

Tiempo (min) % solucién A % solucién B | Flujo (ml/min)
0 95 5 1
5 95 5 1
100 5 95 1
101 95 5 1




Los péptidos fueron monitoreados mediante el detector de flujo del HPLC de absorcién UV,

a dos longitudes de onda 220 y 280 nm.

1.5. Inyeccion de mRNA en ovocitos de rana Xenopus laevis.

1.5.1. Cirugia de la rana Xenopus laevis, para extraer los ovocitos.

Se enfri6é un litro de tricaina metanosulfonato (MS-222) al 2% con pH 7 (se metio en el
congelador a -27°C durante 15-20 minutos, moviéndola constantemente para evitar la
formacion de hielo), una vez fria, la rana se sumergio en la solucién y se saco hasta que el

organismo ces6 su contraccion muscular voluntaria.

Después se coloco al organismo recostado por la parte dorsal, en una charola (previamente
lavada y desinfectada) con hielo, para evitar que se despierte. Se hizo un corte de
aproximadamente 1 cm (primero de piel luego de musculo) en la parte baja del abdomen

de lado derecho.

El corte dejo expuestos los ovarios, de uno de los cuales se retiraron fragmentos con ayuda
de pinzas hemostaticas Rochester vy tijeras, y se fueron colocando en tubos cénicos de 50
ml con 15 ml de una solucién OR-2 (NaCl 82.5 mM, KCI 2.5 mM, MgCl.6H.0 1 mM, HEPES

5mM a pH 7.5), donde se lavo consecutivamente, hasta que el medio se torné transparente.

Los ovocitos recién lavados fueron colocados en medio OR-2 con colagenasa tipo IA
(Sigma-Aldrich) a una concentraciéon de 1.15 mg/ml, y se agitaron manualmente durante 20
a 30 minutos, hasta que el saco se disgreg6 y pudieron observarse ovocitos individuales.
En seguida se realizo otro lavado con OR-2 hasta que el medio se aclaré y fueron colocados

en una caja de Petri estéril.

Los ovocitos se seleccionaron de forma manual, recogiendo con una pipeta Pasteur
unicamente aquellos que se encontraban en estadio V y VI de desarrollo, y fueron colocados
en otra caja de Petri que contenia medio extracelular ND96 (en mM: 96 de NaCl, 2 KClI, 1.8
CaCl,, 1 MgCl, 5 HEPES, 2.5 piruvato, 0.05 mg/ml a pH=7.1-7.5) adicionado con
penicilina/estreptomicina (100U/100ug)/ml y gentamicina (100 ug/ml) y se guardaron en una
incubadora a 18°C para mantenerlos en buenas condiciones antes y después de la

inyeccion de mRNA.
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1.5.2. Microinyeccion

Con un nanoinyector Nanoliter 2000 (World Precision Instruments), se inyecté cada ovocito
con 50ng/50nl de mRNA, directamente en el citoplasma. Se evalud su expresion a los 2-3

dias (48-72 horas) posteriores a su inyeccion

Registros electrofisiolégicos para evaluar el veneno fraccionado y/o
purificado.

Los ovocitos se registraron con la técnica de fijacién de voltaje con dos microelectrodos.
Esto se realiz6 a partir del segundo dia y hasta los tres dias después de haber sido
inyectados (48-72 horas). Se utilizaron ovocitos del mismo lote sin inyectar para obtener los

registros control.

Para el registro se siguié un protocolo de voltaje de -70 a 70 mV con pulsos de 10 segundos
e incrementos de 10 mV, con un potencial de mantenimiento de -80 mV. Para realizar los
registros se utilizd la solucidon electrofisiolégica ND96 (en mM: 96 de NaCl, 2 KCI, 1.8
CaCl»2H20, 1 MgCl»,6H.0, 5 HEPES) ajustado a pH 7.4 con NaOH 10 N.

Caracterizacion bioquimica

3.1. Determinacion de la masa molecular

Este analisis se llevd a cabo en el Laboratorio de Quimica de Biomacromoléculas del
Instituto de Quimica, UNAM.

Los espectrometros de masas (MS) poseen tres componentes basicos; un sistema de
ionizacién, un analizador de masas y un detector de iones. El analisis por MS involucra a
ionizacién de los componentes de la muestra en fase gaseosa, la separacion de las
especies idnicas resultantes de acuerdo a la relacion de su masa con su carga eléctrica

(m/z), utilizando campos electromagnéticos en el vacio.

Los péptidos purificados se sometieron a MS con el objetivo de determinar sus masas
moleculares e identificar su estructura. La determinacién de masas moleculares se realiz6
con el método de ionizacion: MALDI-TOF (Desorcion/lonizacion por Laser Asistida por
Matriz-Tiempo de Vuelo). Se usé un equipo FLEX-PC (Bruker) en modo lineal y acido a-

ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) 1:5 como matriz.
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Una vez que la mezcla se encuentra en la fuente de iones, las moléculas de la muestra se
sometieron a fragmentacion; para ello la sustancia es bombardeada con un rayo de
electrones que tiene suficiente energia para romper la molécula. Los fragmentos positivos
que se producen (cationes y cationes radicales, los mas estables que la molécula puede
formar) se aceleran en vacio a través de un campo magneético y son distribuidos en base a
su relacion carga/masa (m/z). Dado que la mayor parte de los iones producidos en el
espectrometro de masas conllevan una carga positiva, el valor de la relacion m/z es
equivalente al peso molecular del fragmento menos uno (una carga positiva). El analisis de
la informacion del espectro de masas requiere reagrupar teéricamente los fragmentos para

reconstruir la molécula original [59].

La informacién que arroja el espectrometro de masas es una grafica de intensidad relativa
contra la relaciéon m/z. El pico mas intenso en el espectro se llama “pico base” y todos los

demas se reportaron en relacién a su intensidad.

3.2 Determinacién de la estructura primaria por el principio de degradacion de

Edman

Este analisis se llevd a cabo en el Departamento de Medicina Molecular y Bioprocesos, del
Instituto de Biotecnologia, UNAM, Campus Cuernavaca, utilizando un secuenciador
automatico de proteinas PPSQ-31A (Shimadzu).

La secuenciacién de aminoacidos por degradacién de Edman ha sido una de las técnicas
mas usada para la determinacién de novo de secuencias de péptidos y proteinas debido a

su alta sensibilidad.

La secuenciacion automatizada utilizé el reactivo de Edman (fenilisotiocianato; por sus
siglas en inglés PITC) en condiciones ligeramente basicas (pH 7.5). Esta reaccion resulta
en la formaciéon de un derivado ciclico feniltiocarbamilo (PTC-proteina). Posteriormente,
este producto se traté con acido trifluoroacético (TFA), que corta el residuo amino terminal
y genera un derivado de tiazolinona sin hidrolizar otros enlaces peptidicos. La tiazolinona-
aminodacido se extrajo de manera selectiva mediante el uso de un solvente organico y luego
se llevd a cabo su conversion al derivado feniltiohidantoina (PTH), el cual es posible
identificar mediante HPLC. Una vez que el proceso se realizd, este se repite nuevamente,
lo que permite llevar a cabo la determinacion de una secuencia de 30-40 residuos de aa en

una operaciéon continua.
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Sin embargo, este método presenta ciertas limitaciones en términos de la longitud de la
cadena que puede secuenciar de manera continua y respecto a los aa con los que puede
formar derivados sin dificultad. Por consiguiente, es necesario fragmentar una proteina de
gran tamafno en “trozos” mas pequefios, mediante el uso de reactivos quimicos como el
bromuro de cianégeno (rompe la cadena proteica en el lado carboxilo de residuos de
metionina), o tripsina (proteasa intestinal capaz de romper enlaces peptidicos de lado

carboxilo de aminoacidos basicos; lisinas y argininas) [23, 60].
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RESULTADOS

Propagacion de los plasmidos correspondientes a los subtipos KCNQ (1, 2, 3 y 5)

Se propagaron los plasmidos que codifican para cada una de las subunidades de canales
de la familia KCNQ, en células competentes de E. coli, con excepcion del subtipo KCNQ4
(por no contar con el material genético). Para el caso de los subtipos KCNQ1, 2, 3y 5 se

procedio con la purificacién del plasmido, linealizacion y generacién del cRNA.

Para confirmar la identidad de los plasmidos KCNQ1-KCNQ3 se mandd a secuenciar
aproximadamente 1 ng/ul de plasmido a la Unidad de Proteogendmica del Instituto de

Neurobiologia, UNAM a través del Dr. Manuel Aguilar (Anexo 4).

Las secuencias de nucledtidos obtenida se alinearon utilizado la base de datos BLAST
Tabla 6[61], en la siguiente tabla se resume el porcentaje de identidad para cada uno de los
subtipos. Del subtipo KCNQ5 no se mandd a secuenciar puesto que coincidié el tamafio del
plasmido al ser cortado con su correspondiente enzima de restriccion, con el tamafo
esperado de nucledtidos que corresponden al DNA que codifica para la proteina (=2,500

nt) (resultados no se muestran).

Tabla 6. Porcentaje de identidad de los diferentes subtipos de KCNQ1, KCNQ2 y KCNQ3.

Subtipo Identidad
88% de identidad con el canal de potasio dependiente de voltaje de la
KCNQ1 subfamilia Q, miembro 1, pertenecientes a varias familias de primates,

incluyendo Homo sapiens

99% de identidad con el canal de potasio dependiente de voltaje de la
subfamilia Q, miembro 2 de Homo sapiens

100% de identidad con el canal de potasio dependiente de voltaje de la
subfamilia Q, miembro 2 de Homo sapiens

KCNQ2

KCNQ3

La identidad de los subtipos KCNQ1, KCNQ2 y KCNQ3 corresponden al gen que codifica

para los canales de potasio dependientes de voltaje Kv7.1, Kv7.2 y Kv7.3 en humanos.
Expresion heteréloga de KCNQ1, 2, 3 y 5 en ovocitos de Xenopus laevis

Los registros electrofisiolégicos para los canales homdélogos Kv7.1, Kv7.2, Kv7.3 y Kv7.5,
asi como para el canal heterélogo Kv7.2/3 fueron obtenidos a los 3 dias (72 horas) después
de la inyeccidn. Se corroboré la presencia de cada uno de los subtipos mediante el uso de

tetraetilamonio (TEA) a diferentes concentraciones dependiendo del subtipo, ya que es un
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inhibidor inespecifico para canales de potasio dependientes de voltaje (Figuras 21, 22, 23

24 y 25) [47, 49].

Figura 21. Registro de KCNQ1. A) protocolo de voltaje de -70 a 70 mV con pulsos de 10 s e
incrementos de 10 mV, con un potencial de mantenimiento de -80 mV. Se muestran los trazos
de -70 mV (negro) y de +70mV (rosa) y B) trazo al aplicar pulsos de +60 mV sin flujo en negro
y en azul se muestra la inhibicion al aplicar TEA [30 mM].

A B

A B

Figura 22. Registro de KCNQ2. A) protocolo de voltaje de -70 a 70 mV con pulsos de 10 s e
incrementos de 10 mV, con un potencial de mantenimiento de -80 mV. Se muestran los trazos
de -70 mV (negro) y de +70mV (rosa). B) trazo al aplicar pulsos de +50 mV sin flujo en negro y

en azul se muestra la inhibicion al aplicar TEA [30 mM].
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A B

Figura 23. Registro de KCNQ3. A) protocolo de voltaje de -70 a 70 mV con pulsos de 10 s e
incrementos de 10 mV, con un potencial de mantenimiento de -80 mV. Se muestran los trazos
de -70 mV (negro) y de +70 mV (rosa). B) trazo al aplicar pulsos de +60 mV sin flujo en negro y
en azul se muestra la inhibicién al aplicar TEA [30 mM].

A B

Figura 24. Registro de KCNQ5. A) protocolo de voltaje de -70 a 70 mV con pulsos de 10 s e
incrementos de 10 mV, con un potencial de mantenimiento de -80 mV. Se muestran los trazos
de -70 mV (negro) y de +70 mV (rosa). B) trazo al aplicar pulsos de +50 mV sin flujo en negro y
en azul se muestra la inhibicion al aplicar TEA [30 mM].

A B

Figura 25. Registro de KCNQ2/3. A) protocolo de voltaje de -70 a 70 mV con pulsos de 10 s e
incrementos de 10 mV, con un potencial de mantenimiento de -80 mV. Se muestran los trazos
de -70 mV (negro) y de +70 mV (rosa). B) trazo al aplicar pulsos de +50 mV sin flujo en negro
y en azul se muestra la inhibicion al aplicar TEA [30 mM].
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Fraccionamiento del veneno de Conus fergusoni por RP-HPLC.

Se extrajo de Conus fergusoni un total de 37 mg/ml de veneno. Se realizaron 10 corridas

en RP-HPLC usando 10 mg de extracto de veneno en cada una de ellas.

Se utilizoé un gradiente lineal que va de 5-100% de solucion B en 95 minutos con flujo de 1
ml/min, se colectaron 12 fracciones (F1-F12), cada 5 minutos, excepto por las primeras dos
(F1 y F2) que correspondieron a los minutos 0-7 y 7-10. Como resultado del

fraccionamiento, se obtuvieron 12 fracciones, que fueron numeradas del 1 al 12 (Figura 26).

Figura 26. Perfil cromatografico del veneno de Conus fergusoni. Se utilizé un gradiente lineal
que va de 5 a 100% en solucién B en 95 minutos con un flujo de 1 ml/min. Los corchetes
inferiores indican el tiempo al cual fueron colectadas cada una de las fracciones enumeradas
de la F1 a F12. En azul se muestra la fraccion F8 que resulté tener actividad en un subtipo de
KCNQ.
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Evaluacion de las fracciones obtenidas por RP-HPLC en los subtipos KCNQ
expresados en ovocitos de Xenopus laevis.

Se hizo la evaluacién de las fracciones del veneno de C. fergusoni a partir de la F7 ala F12,
debido a que las primeras fracciones (F1-F6) tienen efecto sobre los receptores nicotinicos

de acetilcolina (tema de investigacién de otro estudiante) [62].

La evaluacion de las fracciones antes mencionadas (de F7 a F12) se realizaron utilizando
1ug de cada fraccion, en los subtipos KCNQ1, KCNQ2, KCNQ3, KCNQ5 y KCNQ2/3.

No se observé ningun efecto en la modulacién de las corrientes para los subtipos KCNQ1,
KCNQ3, KCNQ5 ni en KCNQZ2/3. En el caso de KCNQZ2 se observé una inhibicion del 18%
en la corriente por parte de la fraccién F8 con una cantidad de 1 ug. Se evalué con 2 ug de
la fraccion F8 obteniendo una inhibicion del 40% y es de sefialar que al lavar la corriente

regreso a su estado inicial (el efecto es reversible) (Figura 27).

1000 nA

Figura 27. Inhibicion de la corriente KCNQZ2 al administrar 2 ug de F8. La linea negra es el trazo
control con pulsos de 30 mV; linea azul amplitud de la corriente en presencia de 2 ug de F8.

Subfraccionamiento de la F8 de C. fergusoni

Se subfraccionod el resto del material de la fraccidn F8 que presenté actividad en KCNQ2,
mediante RP-HPLC. Se utilizé un gradiente lineal que va de 30-50% de solucién B en 50
minutos con flujo de 1 ml/min, se colectaron todas las subfracciones, pero solo se

nombraron las 6 subfracciones principales T1, T2, T3, T4, TS5 y T6 (Figura 28).
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Figura 28. Perfil cromatografico del subfraccionamiento de la F8 del veneno de Conus fergusoni.
Para el subfraccionamiento se utiliz6 un gradiente lineal que va de 30-50% de solucién B en 50
minutos con u flujo de 1 ml/min, se colectaron las seis subfracciones principales (T1 hasta T6).

Evaluacion de las subfracciones de C. fergusoni en el subtipo KCNQ2.

De la fraccion F8 de C. fergusoni, se habia obtenido 40% de actividad inhibitoria en el
subtipo 2 de la familia KCNQ. Sin embargo, al evaluar de 1 a 2 yg de cada una de las
subfracciones mayoritarias seleccionadas de F8 (T1-T6), no se obtuvo la actividad

inhibitoria antes registrada (se realizaron triplicados).

Sin embargo, se hizo un nuevo lote de veneno con el objeto de obtener mayor cantidad de
material correspondiente a la fraccién F8 y poder reevaluar el efecto de ésta en el canal

KCNQ2. No fue posible reproducir el efecto inhibitorio (datos no se muestran).

Evaluacion de subfracciones de Conus spurius en los subtipos de canal de potasio
KCNQ2/3 expresados en ovocitos de Xenopus laevis.

El fraccionamiento del veneno de C. spurius se realiz6é con un gradiente lineal de 5 a 100%
de solucién B en 95 minutos con un flujo de 1 ml/min. Se recolectaron 8 fracciones (de la

FO a F8), una cada 10 minutos, excepto por la FO que fue del minuto 5 al 10 (Figura 29).
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Ensayos previos del veneno de C. spurius en cepas mutantes de canales de potasio de
Drosophila melanogaster (cepa eag (0 KCNH1) y Shaker; Kv1 en mamiferos) indican que

las subfracciones F2-21 y F6-T6 afectan la sobrevivencia de estas moscas [63].

El subfraccionamiento de la fraccion F2 se realizé con un gradiente lineal de 15 a 35% de
solucion B en 65 minutos con un flujo de 1ml/min, cada componente mayoritario fue

recolectado y numerado conforme a su elusion (Figura 30).

Mientras que el subfraccionamiento de F6 se hizo con un gradiente lineal de 55 a 75% de
solucion B en 65 minutos con un flujo de 1ml/min, cada componente mayoritario fue

recolectado y numerado de acuerdo a su tiempo de elusion (Figura 31).

Figura 29. Perfil cromatografico del veneno de C. spurius. El fraccionamiento se realizé con un
gradiente lineal que va de 5-100% de solucién B en 95 minutos con un flujo de 1 ml/min. Los
corchetes inferiores indican el tiempo al cual fueron colectadas cada una de las fracciones
enumeradas de la FO a F8. En azul se muestra la fraccion F2 y en verde la F6 que resultaron
tener actividad en cepas mutantes de canales de potasio de Drosophila melanogaster (cepa eag
y Shaker).
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Figura 30. Perfil cromatografico del subfraccionamiento de la fraccion F2 del veneno de C.
spurius. El subfraccionamiento se realizé con un gradiente lineal que va de 15-35% de solucién
B en 65 minutos con un flujo de 1 ml/min. En azul se muestra la subfraccion F2-21.

Figura 31. Perfil cromatografico del subfraccionamiento de la fraccion F6 del veneno de C.
spurius. El subfraccionamiento se realizd con un gradiente lineal que va de 55-75% de solucién
B en 65 minutos con un flujo de 1 ml/min. En verde se muestra la subfraccién F6-T6.
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Se evaluaron las dos subfracciones previamente ensayadas en D. melanogaster en el

subtipo KCNQ2/3, expresado en huevos de X. laevis.

La subfraccion F2-21 inhibié un 23% de la corriente de potasio (Figura 32), mientras que la
subfracciéon F6-T6 inhibié al heteromero en un 31% (Figura 33), ambas utilizando

aproximadamente 2 pug.

Figura 32. Inhibicién de KCNQ2/3 por F2-21. Figura 33. Inhibicion de KCNQ2/3 por F6-T6.
La linea negra muestra el trazo control al La linea negra muestra el trazo control al
despolarizar a 20 mV. La linea azul muestra despolarizar a 20 mV. La linea verde muestra
el trazo después de aplicarse la subfraccion. el trazo después de aplicar la subfraccion.

Evaluacion de las subfraccion C2L3 de Conus spurius en el subtipo KCNQ2/3

Al observar una inhibicion del 31% de las corriente de potasio en KCNQ2/3 por la
subfraccién F6-T6, se decidié obtener mayor cantidad de material, para ello se juntaron las
fracciones correspondiente a F6, a partir de 8 fraccionamientos del veneno crudo de C.

spurius. Al ser un lote nuevo, se le nombré a la subfraccién como C2L3 (Figura 34).
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Figura 34. Perfil cromatografico de otro lote de veneno de C. spurius. El fraccionamiento se
realiz6 con un gradiente lineal que va de 5-100% de solucién B en 95 minutos con un flujo de 1
ml/min. La fraccién C2L3 se observa color verde.

La evaluacion electrofisiolégica de 2 ug de la subfraccion C2L3 sobre el subtipo KCNQ2/3
(por triplicado) mostré una actividad agonista de 48% (Figura 35). Es de mencionar que la

amplitud de la corriente no regreso a su estado basal después de lavar.

Figura 35. Activacion de KCNQ2/3 por
C2L3. Linea negra; trazo control al
despolarizar a 20 mV, linea verde; trazo
después de aplicar la subfraccion; trazo
gris, recuperacion después del lavado de
la toxina.
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Una vez obtenidas las subfracciones que presentaron actividad en el canal heterélogo

KCNQ2/3, ya purificadas por RP-HPLC, se procedi6 a caracterizarlas quimicamente.
Espectrometria de masas

Se envié aproximadamente 1 nmol de las muestras F2-21, F6-T6 y C2L3, al Laboratorio de
Quimica de Biomacromoléculas del Instituto de Quimica, UNAM (ver Pag. 36 en “Materiales
y Métodos”) para su analisis por espectrometria de masas. La cantidad enviada para al
analisis se determiné a través de la funcion de “area bajo la curva” de sus respectivos
cromatogramas utilizando el software del sistema HPLC Agilent Technologies Infinity 1260,
y se tomé como referencia el area obtenida para 5 nmol de a-RglA (compuesto sintético)
de una conotoxina de 13 aa, que actua sobre RnACh. Los resultados se resumen en la

siguiente tabla.

Tabla 7. Concentracion de las subfracciones que presentaron actividad en KCNQ2/3.

Muestra F2-21 F6-T6 C2L3
Area bajo la curva 63,088,957 14,514,743 19,875,418
Cantidad 60.099 13.826 18.933
(nmol)
*El area bajo la curva de a-RgIA es 5,248,738 que corresponde a 5 nmol.

Se obtuvieron las masas experimentales para las tres subfracciones, cuyos espectros
indican una masa/carga monoisotopica de 1,544.598 Da (Figura 36), 3,132.586 Da (Figura
37) y 3,131.298 Da (Figura 38) respectivamente. Las masas experimentales se muestran

en la Tabla 8.

Tabla 8. Masa experimental obtenida para los componenetes purificados.

Muestra F2-21 F6-T6 C2L3
Masa e(>:rp1>/ezr)|mental 1,544.598 3,132.586 3,131.298
Masa e?[r;:;mental 1,543.598 3,131.586 3,130.298
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Figura 36. Espectro de masas de la subfraccion F2-21. El pico base corresponde a un analito
de 1544.5848 (m/z). También puede verse un pico minoritario que corresponde a un analito de
1566.5658 (m/z) que se encuentra resaltado con una estrella.
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Figura 37. Espectro de masas de la subfraccion F6-T6. El pico base corresponde a un analito
de 3132.586 (m/z).
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Figura 38. Espectro de masas de la subfraccion C2L3. El pico base corresponde a un analito de
3131.298 (m/z). El obtener varios iones indica varios componentes en la muestra.

Determinacion de la estructura primaria de la subfraccion F2-21

De los tres componentes que fueron sometidos a espectrometria de masas, Unicamente la
subfraccién F2-21 se eligié para llevar a cabo la determinacion de su estructura primaria

debido que las otras dos subfracciones se utilizaron en otros ensayos electrofisiolégicos.

Una vez que la degradacion de Edman fue llevada a cabo, se obtuvo una secuencia de 12

residuos de aminoacidos (Anexo 5Anexo 5):

GPMyPRFYFIRL-NH>
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DISCUSION

Las toxinas de origen peptidico presentes en los animales venenosos son un claro ejemplo
de las estrategias evolutivas de éstos como son para: la captura, la defensa y la
competencia. El veneno de los caracoles marinos del género Conus es una fuente rica de
péptidos con actividad biolégica; cada conido puede llegar a presentar hasta 100 toxinas
diferentes. Estas toxinas tienen un tamafo molecular pequefio (tipicamente <5 kDa), son
relativamente facil de sintetizar, presentan estabilidad estructural y son altamente
especificas; esto las hacen ideales para pruebas farmacolégicas y utiles herramientas en

ciencia basica [17].

Dichos péptidos pueden agruparse de acuerdo a un sistema de clasificacion determinado
basado principalmente en sus blancos moleculares o, la posicion y conectividad de sus
residuos de Cys; es por ello que para poder clasificar una nueva conotoxina es necesario
realizar una serie de analisis quimicos como pueden ser: la espectrometria de masas,
secuenciacion y técnicas electrofisiolégicas, entre otras. Esto propicia a que en muchas
ocasiones, la caracterizacion resulte complicada, principalmente porque el veneno que es
producido por los caracoles estd en concentraciones muy bajas y las toxinas pueden
presentar diferentes estados de maduracion; aunado a modificaciones post-traduccionales
que complican su analisis; esto conlleva a que en su proceso de caracterizacion, haya una

pérdida de material que puede llegar a ser mayor al 70% [64].

Es por ello que el material que se logra purificar debe ser cuidadosamente utilizado para
optimizar su uso. Especialmente cuando la cantidad de cierta fraccién es minima, se tiende
a recurrir a bioensayos que sean rapidos, sencillos y que necesiten una cantidad reducida
de material para evaluar la toxicidad de las mismas [58]. Por esta razon se utilizé para el
veneno crudo de las dos especies estudiadas en este trabajo, una colecta de los
componentes peptidicos cada cinco o diez minutos en lugar de hacerlo por senales
individuales en el cromatograma de manera tal que facilitara la identificaciéon de compuestos

activos y en segundo término purificar el componente activo [63].

Para este trabajo se utilizaron dos especies: C. fergusoni'y C. spurius, especies que habitan
en aguas mexicanas y de las cuales, hasta el momento, no se tienen reportes de ser

especies amenazadas [20, 22].
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Es irénico que la razén por la que se descubrieron algunos de los primeros genes de los
canales de K* fue porque produjeron cambios fenotipicos en Drosophila melanogaster,
cuando mutaron espontaneamente. Ejemplos como Shaker y ether-a-go-go (eag) ilustran
este punto. Esto condujo al descubrimiento de genes homolgos en insectos y mamiferos.
Recientemente, se ha descubierto que todas las mutaciones en la familia de canales de
potasio KCNQ estan relacionadas directamente con una enfermedad [47]. Por esa razon se
decidio utilizar los canales de potasio de la familia KCNQ como un blanco molecular para
el estudio de nuevas conotoxinas, recalcando la importancia de obtener compuestos

especificos que los modulen.

De esta manera y para asegurarnos de que el material genético con el que se contaba era
el correcto para la expresion de los subtipos de KCNQ1, KCNQ2 y KCNQ3; fue necesario
mandar a secuenciar sus plasmidos correspondientes. Una vez obtenida la secuencia de
nucledtidos se realizo la alineacion en una base de datos gratuita (blast.ncbi.nim.nih.gov),
que confirmo la identidad de los tres subtipos: de 99 y 100% de homologia para los subtipos
KCNQ2 y KCNQ3 de la especie Homo sapiens, mientras que KCNQ1 resulté en 88% para
varias familias de primates, incluyendo Homo sapiens; este menor porcentaje de similitud,
se debe a que la region codificante mostré6 muchos nucleétidos indeterminados, pero en
realidad es también un plasmido que codifica para canales de potasio de Homo sapiens
(Anexo 4).

A la fecha las corrientes de KCNQ han sido eficientemente expresadas de forma heterdloga
en ovocitos de X. laevis, ademas de que dicha expresion presenta otras ventajas como: se
pueden extraer cientos de células viables y duraderas de una sola rana sin matarla, son
células grandes (>1.3 mm), se puede usar DNA o RNA para su expresion y presenta pocos
canales endogenos [65, 66]. Aunque hay que considerar otros aspectos para su
mantenimiento, en general permiten una manipulacién sencilla. Por todo ello, se decidio
utilizar este sistema de expresion, en el cual, tuvimos éxito en expresar los homémeros y

heteromeros de la familia de canales de potasio KCNQ.

Entre las conotoxinas que han sido hasta ahora estudiadas, y de las cuales se conoce su
blanco molecular, en 2% de ellas se han identificado actividad moduladora para canales de
potasio, pero ninguna de ellas ha mostrado ser especifica para los K, de la familia KCNQ,

aunque si han identificado toxinas que no tienen ningun efecto en ellos [30].
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Durante este estudio, se evaluaron las fracciones (de la F7 a F12) de C. fergusoni, en los
homoémeros KCNQ1, KCNQ2, KCNQ3, KCNQS y en el heterémero KCNQ2/3, de las cuales
unicamente la fraccién F8 mostrd actividad en el subtipo KCNQ2. Sin embargo, al repurificar
y evaluar los componentes mayoritarios de otro lote de veneno que corresponde a la F8, no
se encontré el mismo efecto. Resolviendo que al menos los componentes mas hidrofobicos
del veneno de C. fergusoni (de las fracciones F7 a F12), ninguno presenta actividad en los
subtipos KCNQ1, KCNQ2, KCNQ3, KCNQ5 y KCNQ2/3.

Uno de los subtipos de la familia de KCNQ mayormente estudiados es el heterémero
KCNQ2/3, que se encuentra principalmente en sistema nervioso y tiene un importante papel
en la modulacion de la excitabilidad neuronal; por ello es un nuevo blanco molecular en el
desarrollo de farmacos para trastornos neuropsiquiatricos como epilepsia, dolor, ansiedad,
desodrdenes bipolares, esquizofrenia, entre otros [67]. La expresion del heteromero facilita
su estudio debido a que el registro de sus corrientes son 10 veces mayores, a las esperadas
a partir de la simple suma de las corrientes producidas por los homémeros KCNQ2 vy
KCNQ3 [47]. Por ello se decidié utilizar el heterémero KCNQ2/3 para los ensayos con el

veneno de C. spurius.

De acuerdo a los estudios electrofisiolégicos realizados de las subfracciones provenientes
de C. spurius, dos mostraron actividad, F2-21 y F6-T6, ambas de inhibicion (Figura 32 y
Figura 33, respectivamente) sobre el subtipo KCNQ2/3.

Sin embargo, al realizar ensayos en el subtipo KCNQ2/3 con un componente
supuestamente equivalente al F6-T6 (la subfraccién C2L3), se observo que la actividad era
contraria al resultado anterior, pues activd al canal durante los ensayos (por triplicado)
(Figura 35). Esto puede ser debido al mal estado en el que se encontraban los ovocitos
durante el ensayo con F6-T6, puesto que presentaban alteraciones en su coloracién en el

polo animal (puntos blancos) que podian atribuirse a una infeccidén bacteriana [68].

Es de mencionar que F2-21 y F6-T6, eluyeron a muy diferentes porcentajes de solucion B,
esto indica que F2-21 es un componente hidrofilico (Figura 30), contrario a F6-T6 que eluyd
a porcentajes mayores de acetonitrilo en la solucion, es decir, mas hidrofdbico (Figura 31).

Los espectros de masas de ambas subfracciones, son espectros con una sefal mayoritaria.

La subfraccion C2L3 es equiparable con F6-T6 puesto que sus pesos moleculares no
difieren por mas de 1 Da. Donde C2L3 tiene una masa experimental de 3,130.298 (Figura

38) y F6-T6 de 3,131.586 (Figura 37), lo cual indica que ambas muestras son el mismo
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compuesto. La diferencia en una unidad podria deberse a una desamidacion del extremo
carboxilo de F6-T6 respecto a C2L3 [69]. Dicha modificacion es muy comun en las
conotoxinas ya que las protege de la degradacién por carboxipeptidasas y puede promover
la estabilizacion de la estructura secundaria del péptido y mejora la unién de la toxina con

su receptor [70, 71].

De los compuestos puros se enviaron a secuenciar dos de ellos, F2-21 y C2L3, y
Unicamente se obtuvo una secuencia de aminoacidos para F2-21. La no obtencién de
secuencia para C2L3, no puede estar relacionada a la cantidad de muestra enviada ya que
la cantidad enviada fue de 28 nmol (en general 1 nmol es suficiente para este tipo de
analisis), sin embargo, existen otros factores de los que depende un buen resultado: la
existencia de una modificacion post-traduccional en la regiéon N-terminal del compuesto que
impide el acople de PITC durante la degradacion de Edman, al manejo de la muestra o

bien, que se trate de un péptido ciclico [62].

La subfraccion F2-21 resultdé en un péptido de 12 aminoacidos de longitud
(GPMyPRFYFIRL), sin ningun residuo de cisteina. Se sabe que dentro de los conopéptidos
existen toxinas sin residuos de cisteinas y se han agrupado dentro de las superfamilias de

las contulaquinas, conantoquinas y conorfamidas, entre otras [69].

A partir de esta secuencia, se obtuvo la masa promedio calculada, con ayuda del programa
lonSource (ionsource.com) de 1567.78 Da, considerando el extremo carboxilo amidado.
Esta masa no concuerda con el peso experimental monoisotdpico del idn molecular mas
abundante en el espectro de masas que es de 1543.58 Da (una vez restada la carga +1),
sin embargo en el mismo espectro de masas existe un i6bn molecular cuyo peso
experimental monoisotépico es de 1565.56 (una vez restada la carga +1) (Figura 36) que
resulta en una diferencia de 2.22 Da. Tomando en cuenta: 1) que todas las conorfamidas
caracterizadas hasta la fecha tienen amidado su extremo carboxilo; y 2) que la exactitud de
la espectrometria de masas por MALDI-TOF es de 0.1% [72],es decir, =1.5 Da para el caso

de F2-21. Este resultado indica que la secuencia de aminoacidos de F2-21 esta completa.

El haber tenido un ion molecular mayoritario de 1543.58 Da, pudiera deberse a otro péptido
que no pudo ser visto durante la secuenciacién de Edman, debido a otros factores que ya

se mencionaron anteriormente (como en el caso de C2L3).
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Una vez dilucidada la secuencia de F2-21 se procedié a comparar con otras secuencias
peptidicas reportadas para el género Conus a través de los servicios provistos por BLAST

[61], presentd similitud con respecto a la Conorfamida-Sr2 (CNF-Sr2) (Tabla 9).

Tabla 9. Alineamiento de secuencias obtenido a través de BLAST. Se muestra el nombre del
péptido en cuestion (12 columna), el alineamiento obtenido (22 columna) junto con la posicion
del aminoacido a partir de donde se inici6 el alineamiento y las sustituciones de aminoacidos
con carga similar (+), el porcentaje de identidad (3% columna), el porcentaje de similitud (42
columna) y el puntaje del alineamiento.

Péptido Alineamiento % ldentidad % Similitud Puntaje
F2-21 GPME 4
100% 33% 17.2
CNF-Sr2 | GPME 4

No obstante, el programa de BLAST solo da una identidad de 100% al comparar los cuatro
primeros aminoacidos. Sin embargo, se realizé una comparaciéon con las tres conorfamidas
descritas hasta la fecha, extraidas y purificados de C. spurius que son: CNF-Sr1, CNF-Sr2
y CNF-Sr3, que pertenecen a la familia de neuropéptidos RFamidas (también conocidos
como péptidos relacionados a la FMRFamida: Phe-Met-Arg-Phe-NH;) (Figura 39). Estas
RFamidas participan en una amplia variedad de procesos fisiolégicos en moluscos,
incluyendo funciones vitales basicas, reproduccion y desarrollo, entre otros. La
comparacion de F2-21 con las tres conorfamidas (CNF-Sr1, CNF-Sr2, CNF-Sr3) resulté en
un 41.66%, 50% y 33.33% de similitud, respectivamente. Es de notar que en la region
carboxilo terminal se comparten los residuos de aminoacidos Phe, Arg e lle que indica su

relacion con las FMRFamidas (Figura 39).

CNF-Sr1 G|P | M|G|W PIV]|F]|]Y]|]R ]| F]|-NH
CNF-Sr2 G PIM]|Y D P Y | | R I -NH;
CNF-Sr3 A|T|S|G|P|IM|G|W PIV]|F]|]Y]|]R]|F]|-NH
* * * * *
* * * * * *
F2-21 * * * * *
G|P| M| Y|P|R|F]|]Y]|F I R | L |[-NH;

Figura 39. Estructura primaria de conorfamida-Sr1 y conorfamida-Sr2 en comparacion con F2-
21. El codigo de una letra es empleada para los residuos de aminoacidos estandar. Para las
modificaciones post-traduccionales: Y, gamma-carboxiglutamato y —NH2 es la amidaciéon del
extremo carboxilo. Los (*) indican la posicion donde se encuentran los residuos de aminoacidos
conservados.
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Es de resaltar que la CNF-Sr2 y nuestro péptido, comparten la carboxilacion del glutamato
en la posicion numero 4. Ademas que en todas las conorfamidas, el carboxilo terminal esta
amidado. Es de mencionar, que dentro de las conorfamidas, sélo se ha demostrado la

actividad para la CNF-Sr3, que bloquea canales de potasio tipo Shaker.

Con base a estos resultados podemos decir que hemos caracterizado una nueva
conorfamida la cual seria nombrada como CNF-Sr4 que tiene actividad antagonista sobre

un canal de potasio de la familia KCNQ del subtipo 2/3.
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CONCLUSIONES

» Los componentes del veneno de C. fergusoni no presentaron ninguna actividad
sobre los diferentes subtipos de canales de la familia KCNQ (KCNQ1, KCNQ2,
KCNQ5 y KCNQ2/3).

» En el veneno de C. spurius existen dos componentes (F2-21 y F6-T6) con actividad
sobre el subtipo KCNQ2/3. La subfraccion F2-21 presenta una actividad
antagonista, con un 23% de inhibicion de la corriente, mientras que F6-T6 (C2L3)
resultd activar 48% al heteromero.

» La secuencia primaria para F2-21 es GPMyPRFYFIRL-NH>, lo cual indica que es

una nueva conorfamida, cuyo nombre seria CNF-Sr4.

Perspectivas

» Sintetizar F2-21 para determinar la constante de inhibicion media (ICso) sobre el
subtipo KCNQ2/3.

» Hacer protedmica del conducto venenoso del C. spurius para determinar la

secuencia de aa de C2L3.
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Anexos

Anexo 1. Medios de cultivo

Medio SOB
Triptona 20 g/l
Extracto de levadura 5 g/l
NaCl 0.5 g/l

Diluir en 800 ml de H2O bidestilada, afiadir 10 ml de KCI (250 mM)
Ajustar a pH 7 con NaOH (1N) y aforara 1 L
Esterilizar en autoclave

Medio SOC
Es el medio SOB al que se le afiade:
MgCl, 2M estéril 5ml
Solucién de glucosa 20mM 20 ml

Una vez mezclada se esteriliza por filtracion
Medio LB-liquido

Triptona 59
Extracto de levadura 25¢
NaCl 5¢g

Se mezcla bien por agitacién con H>O bidestilada
Ajustar a pH 7.2 con NaOH 10N

Aforar a 500 m|

Esterilizar en autoclave

Medio LB-agar
Es lo mismo que LB-liquido pero se agrega ademas 7.5g de agar-agar

Anexo 2. Diluciones para sembrar en cajas Petri

Del tubo de crecimiento tomar Anadir medio SOC fresco
10 pl de bacteria 90 ul
50 ul de bacteria 50 pl

100 pl de bacteria -
200 pl de bacteria (el volumen que sobre) -

Anexo 3. Enzimas de restriccion y promotores usados en los diferentes plasmidos.

ENZIMA DE

CLONES RESTRICCION PROMOTOR
KCNQ1 Nhel (10 U/pl) Sp6
KCNQ2 KspAl (5 U/pl) Sp6
KCNQ3 KspAl (5 U/pl) Sp6
KCNQ4 - -
KCNQ5 Nhel (10 U/pl) T7
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Anexo 4. Secuencia de nucledtidos obtenida tras la secuenciacion

Subtipo
de KCNQ

Secuencia de nucleodtidos

KCNQ1

CTTCTCAGGATGGCCGCGGCCTCCTCCCCGCCCAGGGNCCGTAGAAGG
AAAGCGCTGGGGTTGGGGCCGCCTGCCAGGCGCCCGGCGGNGCANCG
NCGGGNCCTGNCCAAGAACATGCCNCNTTTTCGCCTNNNNATCNTGACT
NCCNCTCNTCNCNACACANTANCGTCCNNNTACNNTTTNTNNNTTNCTCT
CCTNNNATTNATNATATNATTAANNCTNTTTNTNTTCNGATACTATCNNAN
ACCCCTGANCAACTNTCCNNCTCNTCNANNCTTTCTNNNNTCCNCCNTT
NNCNCNNCNCNCNCTGNCNCATCNTANCNNCCCANTCNNTCTCCCNCTC
AANNCACTGCNNATTCATNTACCNTAACTTTCAACCNCCTNCTTTNCACN
TACATCTNCTNACTTCTNATTCCTACNANTCTTACNTTNTATNNNTCCCTN
TATCNTCCAATCTAANANTACCTTCCACTACTTTNCNNTCNNTGGGTNNC
NANCACTNCTNNNNTTCNCTTNNNTCTCTNCAATCTGNNNTCCCTTTCGA
TCATNGNTTNTCTACNCNAAGNNNATANACNTCTCTNTCTNNNACTNCNT
NANANNTNTCNCNTTCANCNNCACNNTTNNCTTGNACACATNTCCATTNN
ANCACNACGCTATNCTNTCANNTNTCNTTNTNCTNTACATTCNTACACCT
NTCTTNACACNCTCTCATCTNCANCTTCCTACNNTNTAACTTCNTCTNNTA
TCAGTNTNTNACTNNTNNTCANNCCNTCNTACTCTACTTCACTAG

KCNQ2

TTGTTCTTTTTGCAAANCTCANAATAAACGCTCAACTTTGGCAGATCGCG
AGCCACCATGGTGCAGAAGTCGCGCAACGGCGGCGTATACCCCGGCCC
GAGCGGGGAGAAGAAGCTGAAGGTGGGCTTCGTGGGGCTGGACCCCG
GCGCGCCCGACTCCACCCGGGACGGGGCGCTGCTGATCGCCGGLTCC
GAGGCCCCCAAGCGCGGCAGCATCCTCAGCAAACCTCGCGCGGGLCGG
CGCGGGCGCCGGGAAGCCCCCCAAGCGCAACGCCTTCTACCGCAAGCT
GCAGAATTTCCTCTACAACGTGCTGGAGCGGCCGCGCGGCTGGGCGTT
CATCTACCACGCCTACGTGTTCCTCCTGGTTTTCTCCTGCCTCGTGCTGT
CTGTGTTTTCCACCATCAAGGAGTATGAGAAGAGCTCGGAGGGGGCCCT
CTACATCCTGGAAATCGTGACTATCGTGGTGTTTGGCGTGGAGTACTTC
GTGCGGATCTGGGCCGCAGGCTGCTGCTGCCGGTACCGTGGCTGGAG
GGGGCGGCTCAAGTTTGCCCGGAAT

KCNQ3

CTTGTTCTTTTTGCAANAAGCTCAGAATAAACGCTCAACTTTGGCAGATC
GCGAGCCACCATGGGGCTCAAGGCGCGCAGGGCGGCGGGGGLGGEET
GGCGGCGGCGGCGACGGGGGCGGCGGAGGCGGCGGGGCGGCTAACC
CAGCCGGAGGGGACGCGGCGGCGGCCGGCGACGAGGAGCGGAAAGT
GGGGCTGGCGCCCGGCGACGTGGAGCAAGTCACCTTGGCGCTCGGGG
CCGGAGCCGACAAAGACGGGACCCTGCTGCTGGAGGGCGGLCGGLCCGC
GACGAGGGGCAGCGGAGGACCCCGCAGGGCATCGGGCTCCTGGCCAA
GACCCCGCTGAGCCGCCCAGTCAAGAGAAACAACGCCAAGTACCGGCG
CATCCAAACTTTGATCTACGACGCCCTGGAGAGACCGCGGGGCTGGGC
GCTGCTTTACCACGCGTTGGTGTTCCTGATTGTCCTGGGGTGCTTGATT
CTGGCTGTCCTGACCACATTCAAGGAGTATGAGACTGTCTCGGGAGACT
GGCTTCTGTTACTGGAGACATTTGCTATTTTCATCTTTGGAGCNAAG
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Anexo 5. Resultado de la degradaciéon de Edman para la subfraccion F2-21.
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