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RESUMEN

El estudio de los venenos de animales terrestres y marinos ha revelado que
son una fuente importante de componentes bioactivos con potencial utilidad para
desarrollar farmacos. Algunos ejemplos son el Captopril, empleado en el tratamiento
contra la hipertension, el cual se obtuvo de la serpiente Bothrops jararaca y el
Ziconotide, para el dolor crénico, obtenido de Conus magus. La superfamilia
Conoidea engloba, entre otros, a los caracoles marinos venenosos de tres familias:
Conidae, Terebridae y Turridae, siendo la primera la de mayor interés dado que su
veneno es considerado un coctel de péptidos neuroactivos. Cada especie puede
producir alrededor de 100 a 200 toxinas con potencial farmacologico, por lo que se
ha estimado que aproximadamente entre 500,000 a 1,000,000 de toxinas estan
contenidas en el veneno de las 700 especies del género Conus; sin embargo, se ha
caracterizado menos del 0.1% de sus componentes a nivel farmacologico. Se ha
reportado que el veneno de estos caracoles puede tener actividad en canales
ionicos activados por ligando y voltaje.

El canal i6nico de interés en este trabajo es el canal de potasio Kv10.1
debido a que a nivel de expresidn ectdpica esta relacionado con el 70% de los tipos
de cancer en humanos, dado que promueve la proliferacion de células
cancerigenas. La busqueda de farmacos bloqueadores y/o moduladores
especificos del canal Kv10.1 ha sido exhaustiva, no obstante, los farmacos
reportados hasta el momento no son especificos. Debido a ello, un numero
considerable de investigaciones ha sido centrada en las toxinas del veneno de
animales, dado que éstas presentan alta especificidad por sus blancos moleculares.

En el presente trabajo se buscé identificar por lo menos un componente en el



veneno de Conus gladiator con actividad en el canal de potasio Kv10.1. Para esto
se realizd la amplificacion del RNA codificante para el canal Kv10.1, el
fraccionamiento del veneno total, la evaluacion electrofisiolégica en ovocitos de
Xenopus laevis y la repurificacion de las fracciones activas. Como resultado se
encontro que en el veneno total de C. gladiator estan presentes 5 fracciones activas,
todas ellas mayoritarias; a una de éstas se logro realizar la subfraccion y se registro
una actividad mayor a la inicial.

Palabras clave: Conus gladiator, conotoxinas, RP-HPLC, fracciones, canales de

potasio, Kv10.1, electrofisiologia.



I. INTRODUCCION

El estudio de los venenos ya sea de animales terrestres (serpientes,
escorpiones, arafias) o marinos (medusa, caracoles, etc.) ha demostrado que son
una fuente importante de componentes bioactivos con potencial utilidad para el
desarrollo de farmacos, lo cual es un hallazgo relevante [94].

El entendimiento de las propiedades de los venenos comenzé a despertar la
curiosidad de los cientificos italianos Francesco Redi y Felice Fontana en los
siglos XVII y XVIII, pero fue hasta el siglo XX cuando empezaron los estudios
bioquimicos de los venenos. Cabe mencionar que en la antigua Roma los
venenos se utilizaban para tratar enfermedades como varicela, lepra y fiebre,
entre otras [94].

En términos generales, el veneno se compone de toxinas, y éstas tienen la
particularidad de presentar afinidad y especificidad por componentes presentes
en las células; dichas propiedades las colocan como potenciales agentes
terapéuticos [1]. Un dato importante sobre el estudio de las toxinas es que han
permitido conocer la estructura de los canales i6nicos; por ejemplo, las toxinas
de escorpion han servido para caracterizar la estructura y funcion de algunos
canales de potasio [92]. En si, los venenos de arafias y escorpiones tienen como
blanco molecular canales i6nicos activados por voltaje. Por otro lado, las
serpientes presentan neurotoxinas con efecto en receptores nicotinicos de
acetilcolina. En cambio, las toxinas de caracoles marinos del género Conus tienen
actividad sobre ambos tipos de proteinas de membrana [94].

Algunos ejemplos de animales cuyo estudio dio como resultado farmacos

derivados del estudio de venenos son; el de la serpiente Bothrops jararaca y el



del caracol marino Conus magus; del primero se derivé el Captopril utilizado como
tratamiento de la hipertension, mientras que del segundo se obtuvo el Ziconotide,
que se utiliza para el tratamiento del dolor crénico y agudo [9, 95].

A nivel molecular, el Captopril tiene un efecto de potenciacion de bradicinina
(FPB), el cual actua como hipotensor; es decir, promueve la vasodilatacion. El
Captopril actua como inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (ECA),
la cual esta relacionada con la vasoconstriccion y, por lo tanto, con el aumento
de la presion arterial [95].

En el caso del Ziconotide, compuesto idéntico a la w-conotoxina MVIIA, tiene
como caracteristica el bloquear a los canales de calcio tipo N, involucrados en la
liberacion de neurotransmisores responsables de transmitir la sefial que produce
un efecto doloroso. Por lo tanto, al impedir la apertura del canal la sefal de dolor
no se transmite [9]. Este farmaco presenta muchas ventajas comparado con otros
farmacos para tratar el dolor cronico y agudo; entre las mas importantes es ser
mas potente y de mayor duracién que la morfina [53] y no generar dependencia

como algunos farmacos derivados de opioides [9].



. ANTECEDENTES
21  Phyllum Mollusca

El Phyllum Mollusca es el grupo mas diverso en el Reino Animal después del
Phyllum Artropoda (1,242,042 especies); esta integrado por aproximadamente
50,000 especies vivientes y unas 60,000 en el registro fésil [7]. A pesar de las
grandes extinciones masivas, han sido capaces de adaptarse a diversos habitats
del planeta Tierra, que van desde zonas tropicales hasta mares polares; en tierra,
lagos, mares, etc. [11, 27].

Este grupo incluye a los caracoles y babosas (Clase Gastropoda), almejas
(Clase Bivalvia), pulpos y calamares (Clase Cephalopoda). Otros grupos no tan
familiares que también estan incluidos como lo son las cucarachas de mar (Clase
Poliplacophora), los dientes de elefante (Clase Scaphopoda) y las clases
Monoplacophora, Aplacophora y Solenogastres [7, 72].

Se cuenta con registros arqueoldgicos donde se conoce que el hombre ha
utilizado a los caracoles como material de construccion, moneda,
ornamentaciones, alimento, etc. [11]. No obstante, en las ultimas décadas los
moluscos de la Clase Gastropoda, especificamente los de la Superfamilia
Conoidea (conos, turridos y torrecillas), han ganado mayor relevancia debido a
que algunas especies son venenosas, las cuales se han estudiado por el interés
que se tiene por los componentes de sus venenos [89].

2.1.1 Plan corporal, morfologia

Son organismos con simetria bilateral, protostomados celomados. A pesar

de que este Phyllum se integra de organismos de distintas formas y tamafros,

todos los moluscos poseen caracteristicas unicas que los distinguen de otros



animales [7]. El cuerpo se divide en tres regiones principales: cabeza, pie y masa
visceral. En la cabeza se encuentran algunos 6rganos sensoriales y la boca. El
pie de los moluscos puede fungir para la locomocidn, natacion, fijacidn al sustrato.
La masa visceral alberga los aparatos digestivo, circulatorio, respiratorio y
reproductor y sistema nervioso [7, 27].

El cuerpo se recubre de una gruesa capa denominada manto, la cual secreta
el esqueleto calcareo ya sea en forma de espiculas, placas o bien como concha
externa o interna. Alrededor de la masa visceral se encuentra la cavidad paleal la
cual alberga a las branquias, ctenidios, y los poros excretores [7, 27, 75].

Los moluscos presentan en la region bucal una estructura unica: la radula,
que utilizan para alimentarse. El sistema digestivo cuenta con un intestino
completo, un estdmago primitivo y glandulas digestivas (hepatopancreas) donde
se lleva a cabo la digestion intracelular. El sistema circulatorio es abierto, el
corazon esta rodeado por la cavidad pericardica. El sistema excretor se conforma
por metanefridios tubulares. El sistema nervioso se compone de ganglios
cerebrales dorsales, un anillo nervioso circumentérico y dos pares de cordones
nerviosos en forma de escalera [7, 75].

En general los moluscos son dioicos y cuando los gametos masculinos y
femeninos se encuentran maduros son depositados en la cavidad celémica y son
expulsados mediante los nefridios. La fecundacién es externa; tienen la larva
trocéfora la cual posteriormente se transforma a veliger [75].

2.2 Clase Gastropoda
Aproximadamente cuenta con 35,000 especies vivas y 15,000 fosiles [7, 27].

Esta clase es la mayor y mas diversa del Phyllum y esta integrada por los



caracoles, babosas, lapas y nudibranquios, entre otros, los cuales se encuentran
en una gran variedad de ambientes: marino, salobre, agua dulce y terrestre [3].

La clase se divide en tres subclases: Prosobranchia donde se incluyen a los
caracoles marinos, Opisthobranchia donde estan las babosas marinas, y
Pulmonata la cual incluye caracoles y babosas terrestres [7, 27].

Los gasterépodos pueden presentar diversos tamafos, pero la gran mayoria
comprende de 1 a 8 cm de largo; no obstante, hay un caracol marino (Pleuroploca
gigantea) con una concha de hasta 60 cm de largo [27]. Son animales sedentarios
con muy poca locomocion debido al peso de su concha, su principal estructura
de defensa, aunque también sirven como proteccion sus colores o bien sus
secreciones [27].

La gran mayoria son herbivoros; sin embargo, los miembros del género
Conus son carnivoros. En el género Conus la radula esta modificada; tiene forma
de arpon lo que permite inyectar el veneno a sus presas [75]. La picadura de
estos caracoles ha sido reportada en humanos, llegando a ser mortal en algunos
casos (p. ej. Conus geographus 'y Conus textile) [37]. Dicho suceso gener¢ interés
por el estudio de estos organismos, dado que se ha comprobado que los
componentes individuales del veneno pueden servir para el desarrollo de
farmacos [52].

2.3 Superfamilia Conoidea

Esta superfamilia comprende todos los caracoles marinos venenosos,
también llamados toxoglosos (lengua venenosa); constituido por mas de 10,000
especies [6, 28], repartidas principalmente en tres familias: Conidae, Terebridae

y Turridae, siendo la primera la de mayor interés. Todos los organismos que



integran a este taxdn poseen un aparato venenoso a excepcion de la subfamilia
Perevicaciinae (Turridae) [46].
2.4 Familia Conidae
La familia Conidae se constituye de cuatro géneros (Conus, Conasprella,
Profundiconus y Californiconus) y 71 subgéneros [70], siendo el género Conus el
de mayor éxito evolutivo, al ser el género de invertebrados marinos con el mayor
numero de especies vivientes. Los miembros de esta familia se distribuyen en su
mayoria en los océanos Indopacifico y Pacifico Occidental y habitan en sustratos
rocosos, arenosos, fangosos, etc [66].
2.5 Género Conus
Es el género mas estudiado de la familia Conidae; se compone de 700
especies aproximadamente [41, 69], las cuales se han adaptado a la gran
mayoria de habitats tropicales [62]. A partir de registros fosiles se estima que el
geénero Conus surgio hace 50 millones de aios, posteriormente a la gran extincion
Cretacico-Terciario (K-T). El primer fosil perteneciente a este género data del
Eoceno [39, 47].
Todos los individuos que integran a este género son depredadores y utilizan
su veneno como herramienta para la captura de sus presas. El aparato venenoso
(Figura 1) de estos caracoles se constituye de las siguientes estructuras:

1) Conducto venenoso: aqui se lleva a cabo la sintesis vy

almacenaje del veneno.

2) Bulbo venenoso: se encarga de transferir el veneno del

conducto hasta el saco radular.



3) Saco radular: en esta estructura se encuentran los dientes

radulares, que presentan una forma similar a una aguja hipodérmica que sirve

para la inyeccién del veneno [41].

Los Conos, llamados asi por la forma de su concha, presentan una regién
extensible y con gran capacidad de maniobra, la probdscide, en la cual se
posiciona un diente radular, el cual sirve para que el veneno sea inyectado en la
presa [41].

Las especies que integran al género Conus se pueden dividir en tres grupos
con base en el tipo de alimentacion. El grupo mas abundante es el de los
vermivoros, que se alimentan de gusanos (poliquetos, hemicordados y
equiuroideos). El segundo grupo es el de los molusquivoros, es decir, los que se
alimentan de otros gasterépodos. Finalmente, el tercer grupo corresponde al de

los piscivoros, caracterizados por alimentarse de peces [38, 89].

Figura 1. Fotografia de las principales estructuras que componen el aparato venenoso de un
caracol Conus. En la parte superior se observa el aparato venenoso de Conus californicus 'y en la
parte media inferior el diente radular de Conus princeps. Bv= bulbo venenoso, Cv= conducto

venenoso, P= probdscide, R= diente radular. (Imagen tomada de: Lépez-Vera et al., 2006 [47]).
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2.5.1 Conus gladiator
La especie fue descrita en 1833 por Broderip; se distribuye desde la costa
del Pacifico de Baja California (México) hasta el norte de Peru (Figura 2), asi
como en las Islas Galapagos, las Islas de Revillagigedo, la Isla Clipperton y las
Islas Cocos. Se encuentran en areas rocosas a profundidades de 0 a 5 m [87];
ademas, ésta especie se ha observado asociada a colonias de anémonas del
género Palythoa [63]. Se alimentan principalmente de anélidos (poliquetos),

eunicidos y nereidos [40].
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Figura 2. Distribucion de Conus gladiator, Conus fergusoni y Conus archon. En color morado se
indica la distribucion de C. gladiator, incluidas las Isla Clipperton, Islas Revillagigedo e Islas
Galapagos; en color verde se indica la distribucion de Conus fergusoni incluida la Isla Lobos y en
naranja Conus archon. (Mapa obtenido en Google My Maps y modificado con la informacion

obtenida de Tenorio, 2013 [84, 85, 86]).
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La concha es de color blanco en el fondo con dos bandas espirales de color
pardo claro; el periostraco es fibroso y de color pardo obscuro; la abertura es

amplia y de color blanco. Los adultos tienen una longitud promedio de 43.2mm y

diametro de 27.4 mm (Figura 3) [66].

Figura 3. Fotografia de Conus gladiator. A) El caracol se encuentra asociado a la anémona del

género Palythoa B) Tamafio del caracol en cm (A) Elaboracion por miembros de COMUAS, B)
elaboracion propia).

2.6 Estudios del veneno de Conus

El veneno de estos gasteropodos ha generado gran interés para el desarrollo

de farmacos debido a que es un “coctel” de péptidos neuroactivos, mismo que les

es util para la captura de presas y defensa contra depredadores, y lo cual ha

generado gran diversificacion de las toxinas [68]. Cada especie puede producir

alrededor de 100 a 200 toxinas con potencial farmacoldgico [18, 52]; por lo tanto,

se ha estimado que aproximadamente entre 500,000 a 1,000,000 toxinas estan

contenidas en el veneno de las 700 especies de caracoles marinos que integran
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al género Conus [52, 60, 67], no obstante, solo se han caracterizado menos del
0.1% de sus componentes a nivel farmacologico [44].

El estudio del veneno crudo de los caracoles marinos comenzo en los afos
60’s; Whyte y Endean reportaron que el veneno total del caracol Conus
geographus causa convulsiones, paralisis y muerte en ratones [96] y
posteriormente se reporta que este veneno causa paralisis en la mayor parte de
las clases de vertebrados [19].

Con base en los reportes de Endean y colaboradores, Cruz, Gray y Olivera
en 1978 buscaron elucidar cual era el componente activo presente en el veneno
de Conus geographus. A partir de diversas técnicas aislaron la miotoxina como
el factor letal; ésta se compone de 13 residuos de aminoacidos, lo cual la hace
interesante debido a que su tamafo es mucho menor comparandolo con las
neurotoxinas de serpientes y escorpiones, que en promedio se componen de 60
residuos de aminoacidos [16].

2.7 Conotoxinas y su clasificaciéon

La mayoria de las toxinas presentes en el veneno de Conus tienen una
longitud de 12 a 35 residuos de aminoacidos, caracterizandose por presentar
modificaciones postraduccionales, las cuales les confieren diversidad quimica.
Se pueden clasificar en conotoxinas cuando presentan dos o0 mas puentes
disulfuro y en conopéptidos cuando presentan uno o ningun puente disulfuro [31].
Existen otras tres formas de clasificar a las conotoxinas, que pueden ser por
superfamilias génicas (basada en analisis de su secuencia sefial), por su arreglo
de cisteinas y por familias farmacolégicas (dependiendo del blanco molecular por

el cual presentan afinidad) (Figura 4) [31].
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Algunos ejemplos de superfamilias de conotoxinas que han sido
mayoritariamente estudiadas son:

Superfamilia A: incluye a las familias farmacoldgicas a y aA-conotoxinas las

cuales son antagonistas competitivos de los receptores nicotinicos de acetilcolina
(NAChR) y a las kA-conotoxinas las cuales inhiben a los canales de potasio (K*).

Superfamilia M: las p-conotoxinas bloquean canales de sodio (Na*) y las W-

conotoxinas son antagonistas no competitivos del nAChR.

Superfamilia O: las w-conotoxinas bloquean canales de calcio (Ca®*), las kO-

conotoxinas inhiben canales de K, las pO-conotoxinas bloquean canales de
sodio (Na").

Superfamilia S: Las o—conotoxinas presentan actividad en el receptor de

serotonina (5-HT3) [61].
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Figura 4. Clasificacion de las conotoxinas. Se muestra la clasificacion de Superfamilia (circulos
color azul), arreglos de cisteinas (nUmeros romanos), y su blanco molecular. nAChR: receptor

nicotinico de acetilcolina (Tomado de Gao et al.2017 [23]).

2.8 Canales idénicos

Los canales idnicos son proteinas de membrana que estan involucrados en
diversos procesos, tales como la transmision de senales eléctricas, liberacién de
neurotransmisores, etc. [93, 79]. Otro campo de investigacién con respecto a
estas proteinas de membrana es el estudio de las alteraciones en su
funcionamiento o su expresion en un tejido en donde no es habitual; estas
condiciones se denominan canalopatias [79]. En la actualidad se han reportado
100 genes que codifican canales ionicos. Esto se ha logrado por técnicas de

genética molecular y de electrofisiologia [71].
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2.9 Canales activados por voltaje

Los canales que integran a este grupo son los canales de sodio (Na,"),
potasio (K.,") y calcio (Ca,**) [71]. Se encargan de la generacion de las sefiales
eléctricas en células excitables. Dependen del cambio de voltaje en el potencial
de membrana para su activaciéon, permitiendo el paso selectivo de iones a través
de la membrana plasmatica a favor de su gradiente electroquimico. Presentan
tres estados conformacionales: abierto (estado conductor), inactivado (estado
cerrado que no se puede activar o no conductor) y cerrado (disponible para su
activacion) [98].

2.10 Canales de potasio

Los canales de potasio permiten el flujo de los iones K* a través de la
membrana debido a que tienen alta selectividad por este ion. Se encuentran en
todas las células y tienen diversas funciones, tales como el mantenimiento del
potencial de reposo y la repolarizacion de la membrana durante el potencial de
accion [25], la liberacion de neurotransmisores, la contraccion del musculo liso, el
ritmo cardiaco, etc. [79, 98]. Cuando los genes de estos canales estan mutados
pueden causar hiperexcitabilidad (genes KCNQ2 y 3), retrasos en la
repolarizacion del corazén (gen KCNQ1) y epilepsia (gen KCNH1) [73]. EI gen
KCNH1 codifica al canal Kv10.1, cuya expresion se da en el cerebro de
mamiferos; sin embargo, la expresion ectopica (fuera del cerebro) es indicador de
cancer [12].

2.10.1 Arquitectura
Estructuralmente los canales de potasio se componen de cuatro subunidades

a, que forman un poro acuoso; ademas, se ha reportado su asociacion con
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proteinas accesorias denominadas 3. Dependiendo del tipo de canal de potasio,
cada subunidad a puede estar formada de un cierto numero de segmentos
transmembranales. La selectividad por el ion K™ se debe a la presencia de una
estructura llamada filtro de selectividad, ubicada en el poro, especificamente entre
los segmentos 5 y 6; dicha regidn se conoce como asa P y se caracteriza por
presentar una secuencia de aminoacidos altamente conservada (GYC) [51, 98].
Es importante resaltar que dicha secuencia se encuentra conservada entre los
canales de potasio; sin embargo, en algunos casos como los canales Kv10 y Kir6,
la tirosina (Y) es sustituida por fenilalanina (F) [98].
2.10.2 Clasificacion

Se clasifican en 3 grandes familias con base en la arquitectura de sus
subunidades a: i) Canales con seis/siete segmentos transmembranales y un poro
(6STM/1P), ii) canales con 2 segmentos transmembranales y un poro (2STM/1P),
y iii) canales con cuatro segmentos transmembranales y dos poros (4STM/2P)

(Figura 5) [79].

Figura 5. Clasificacion de los canales i6nicos de potasio. Representacion esquematica de la

clasificacion con base a su arquitectura. En A) se representan los canales con seis segmentos
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transmembranales y un poro. B) Canales con dos segmentos transmembranales y un poro. C)

Canales con cuatro segmentos transmembranales y dos poros (Modificado de Solis et al. 2008 [79]).

La familia de los canales de potasio 6STM/1P engloba a los canales
dependientes de voltaje (Kv) y a los activados por Ca®* (Kc,). Los primeros, como
su nombre lo dice, son activados por voltaje y su funcién es repolarizar a las
células excitables. Los segundos se activan por voltaje y por la concentracion de
Ca?" intracelular [98].

Los canales 2STM/1P son rectificadores entrantes (Kr). Esta familia incluye
7 subfamilias Kir[79], cuyos miembros también son dependientes de voltaje; estos
se encargan de dejar pasar mas cargas positivas hacia el interior de la célula.

Los canales 4STM/2P son conocidos como canales de fuga y se encargan
de estabilizar el potencial de reposo y pueden ser tanto dependientes como
independientes del voltaje. Esta familia incluye 15 subfamilias [79].

2.10.3 Canal Kv10.1

El canal Kv10.1 forma parte de los canales dependientes de voltaje
(6STM/1P) y en la literatura se le reporta como canal ether a-go-go 6 hEAG. En
mamiferos, su expresion ha sido reportada unicamente en el sistema nervioso
(SN) de adultos; anteriormente su funcion era desconocida [50, 59]. No obstante,
Mortensen y colaboradores reportaron de Kv10.1 que su funcion es regular la
excitabilidad presinaptica de regiones con altas tasas de disparo o elevada
actividad eléctrica [57]. Este canal se localiza en mayor parte en las terminales

presinapticas de las fibras paralelas y las células de Purkinje (PF-PC) [57].
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Cabe remarcar que el canal Kv10.1 cuenta con caracteristicas unicas que no
comparte con el resto de los canales de potasio. A nivel electrofisiologico, se
caracteriza por presentar el efecto o desplazamiento Cole-Moore, el cual
establece que una fuerte hiperpolarizaciéon que precede a un pulso despolarizante
retrasa la activacion del canal [14, 49]. Otras caracteristicas que presenta el canal
Kv10.1 es la de no inactivarse [49] y que su cinética de activacion se puede
modular por la presencia del ion Mg+2 [88].

A nivel de expresion ectopica, se ha reportado que esta relacionada con el
70% de los tipos de cancer en humanos, debido a que promueve la proliferaciéon
de las células cancerigenas [26, 64, 65]. Estudios en cultivos celulares en donde
se ha transfectado dicho canal, indican un aumento de la actividad metabdlica, al
ser comparados con cultivos de células sanas o que han sido transfectadas con
otro canal de potasio (Kv1.4). En células de fibroblasto (NIH3T3) la expresion del
canal causa aglutinamientos de éstas; es decir, inhibe la propiedad que tienen
éstas de no proliferar al entrar en contacto entre si [64].

Estudios recientes sobre mutaciones en el gen que codifica este canal
(KCNH1, cromosoma 1) [64] son responsables de retrasos mentales, como son el
caso del sindrome de Zimmerman-Laband [42] y el sindrome de Temple-Baraitser
[78]. Dado que el canal Kv10.1 esta involucrado en diversas patologias, se ha
vuelto un blanco terapéutico de gran importancia [74].

La busqueda de farmacos bloqueadores y moduladores especificos del canal
Kv10.1 que pudieran contrarrestar la actividad del canal ha sido exhaustiva. Sin
embargo, farmacos que se sabe tienen afinidad por el canal no son del todo

especificos; algunos ejemplos son: el astemizol, la imipramina y la guinidina, que
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mostraron un efecto antiproliferativo en distintos cultivos que expresan a Kv10.1
[65, 97].

Tomando en consideracién la falta de especificidad de los farmacos, se ha
recurrido al estudio de las toxinas de animales venenosos, con el objetivo de
aprovechar la especificidad que generalmente presentan por sus blancos
moleculares y que dicha propiedad permita el emplear estas moléculas como
herramientas para el desarrollo de farmacos.

Ejemplos de la busqueda de toxinas son el péptido k-hefutoxina1, el cual fue
aislado del veneno del escorpion asiatico negro del bosque (Heterometrus
fulvipes). La inhibicién es dosis dependiente con una ICso de 26 uM en el canal
Kv10.1 [56]. Una caracteristica interesante de esta toxina es que para presentar
actividad sobre otros canales (Kv1.1 y Kv1.2) debe ser evaluada a
concentraciones muy altas (40 uM) [81].

Otro péptido reportado en la literatura con actividad inhibitoria (ICso 1.01 pM)
en el canal Kv10.1 es APETx4, el cual se aislo del veneno de la anémona
Anthopleura elegantissima. Este péptido fue evaluado en diversos canales a una
concentracion de 1.6 uM; no obstante, se reportd que no tiene inhibicion
significativa en los canales Kv1.1y Kv11.1, Nav1.4, Nav1.5, Nav1.6, Kv1.3, Kv1.5
y Kv2.1, sin embargo, presenta mayor afinidad por el canal Kv1.4 (66% de
inhibicion) [55].

2.1 Conotoxinas con actividad en canales de potasio

Diversas toxinas del veneno de Conos presentan actividad en canales de

potasio, pero poco es conocido sobre la forma en que interactuan las toxinas con

dichos canales [44].
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Las kA-conotoxinas (MIVA, SIVA, SIVB, PIVE y PIVF) presentan actividad en
peces y anfibios, pero no en mamiferos; el motivo se desconoce [36, 76, 83].

En el grupo de las kO-conotoxinas, se encuentra la PVIIA, fue aislada del
veneno de Conus purpurascens e interactua con el canal de potasio tipo Shaker
a una concentracion inhibitoria media (ICsp) de 60 nM; no obstante, no tiene
actividad en el canal Kv1.1 (canal de mamifero homologo al tipo Shaker) [32, 48,
77, 90].

Entre las kM-conotoxinas encontramos a RIIIK, RIIlJ, Vt3.1. Tanto la kM-RIIIK
como la kM-RIIIJ fueron aisladas del veneno de Conus radiatus, la primera tiene
actividad en canales de potasio tipo Shaker y una ICso de 1.21 uyM. La segunda
bloquea canales de potasio Kv1.2 y Kv1.6 de humano y Kv1.4 de rata. [13]. El
péptido Vt3.1 fue aislado del veneno de Conus vitulinus y tiene actividad en la
subunidad de canales de potasio KCa1.1 en asociacion con 34 [32, 45].

La conotoxina PIXIVA pertenece a las kJ-conotoxinas, fue aislada del veneno
de Conus planorbis, es peculiar debido a que es capaz de inhibir al canal Kv1.6
y a diversas isoformas del nAChR [29].

Entre las kl-conotoxinas se encuentran ViTx, Sr11a y BeTX. La ViTx puede
inhibir al canal Kv1.1 y Kv1.3 pero no al Kv1.2. Por otra parte, la Sr11a inhibe al
canal Kv1.2 y Kv1.6 pero no al Kv1.3 [2, 35].

El Contrifano-Vn fue aislado del veneno de Conus ventricosus y se le
considera como uno de los componentes mas pequefios reportado en los
venenos de Conus (9 residuos de aminoacidos) [32]. Presenta actividad en
canales de potasio dependientes de voltaje y dependientes de Ca?*. La

Conkunitzina-S1 (Conus striatus) es de las toxinas mas grandes reportadas en el
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veneno de Conus ya que presenta 60 residuos de aminoacidos e inhibe los
canales de potasio tipo Shaker (1Cso 502 nM) [4].

Ademas, se han reportado conopéptidos (sin puentes disulfuro) como
Mo1659 el cual fue aislado de Conus monile y produce una reduccion en la
amplitud de las corrientes de potasio mayor al 50% [82]. Los conopéptidos CPY-
Fe1 y CPY-PI1 fueron aislados de Conus ferrugineus y Conus planorbis
respectivamente, CPY-Fe1 tiene una ICso de 8.8 uM en el canal Kv1.6, mientras
que, CPY-PI1 tiene una ICso de 170 nM para el canal Kv1.6 y una ICso de 2 uM
para el canal Kv1.2 [30]. Por ultimo, la Conorfamida-Sr3 se obtuvo del veneno de
Conus spurius y tiene actividad en el canal de potasio tipo Shaker con una Kd de

2.7 UM [10].
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.  JUSTIFICACION

El interés por estudiar el veneno de los caracoles Conos es relativamente
reciente, a partir de los afos 60’s se han elucidado diversas caracteristicas que
éste presenta. Con base en los estudios de Kohn podemos conocer las
caracteristicas del aparato venenoso [41] y con el estudio de Whyte y Endean en
1962 se conocen los efectos que el veneno puede causar en ratones [96].

A lo largo de estos 60 afios en los que el veneno de caracoles Conos ha sido
estudiado, se han descubierto gran variedad de toxinas con actividad en distintos
blancos moleculares, ya sean canales activados por voltaje o por ligando. No
obstante, a la fecha, de las 700 especies descritas de Conos, sélo de 11 especies
se conoce que sus venenos presentan toxinas con actividad en canales de K* y
de estos solamente han sido reportadas 15 toxinas [91].

Con base a lo reportado en la literatura, aun no se cuenta con alguna
conotoxina que presente actividad en el canal de potasio Kv10.1. Por lo tanto, es
importante la busqueda de componentes en los venenos de Conus que inhiban o
modulen la actividad del canal Kv10.1, ya que esta involucrado en diversas
patologias como son el 70% de los tipos de cancer (expresion ectdpica),
sindromes asociados al retraso mental y epilepsia (mutaciones en el gen KCNH1)
[26, 64, 65].

El interés de emplear conotoxinas como posibles moduladores o inhibidores
de canales idnicos se debe a la alta afinidad por su blanco molecular; ejemplo de
ello es la conotoxina kM-RIIIK, que presenta actividad en Kv1.2 (ICso 335 nM) y
no en otros canales de potasio (Kv1.1, Kv1.3, Kv1.4), incluso a concentraciones

de 10 uM [21].
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Ademas, el veneno de cada especie de Conus se constituye de 100 a 200
toxinas con potencial farmacoldgico; por lo tanto, esto facilita encontrar alguna
toxina capaz de modular o inhibir la cinética del canal Kv10.1 en distintas especies
de Conus, ya que es posible que los péptidos de especies diferentes compartan

el mismo blanco molecular [8].
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IV. HIPOTESIS
Dado que se ha demostrado la presencia de toxinas de Conos con actividad
sobre distintos subtipos de canales de potasio, es posible encontrar en el veneno
de Conus gladiator por lo menos un componente que module o inhiba el canal de

potasio Kv10.1.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general
o Identificar fracciones en el veneno de C. gladiator con actividad
en el canal de potasio Kv10.1.

Objetivos particulares
o Obtener y fraccionar el veneno total de la especie C. gladiator.
o Llevar a cabo la expresion heteréloga del canal Kv10.1 en
ovocitos de Xenopus laevis.
o Realizar la evaluacion electrofisiologica de las fracciones del

veneno en el canal Kv10.1.

o Repurificar las fracciones activas en el canal Kv10.1.
o Determinar el peso molecular de las fracciones con actividad en
Kv10.1.
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

A) Procesamiento del veneno. Extraccion del organismo, diseccién del conducto venenoso y
obtencion del extracto crudo de veneno. B) Fraccionamiento del veneno. Fraccionamiento del
veneno mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en Fase Reversa (RP-HPLC). C)
Amplificacion del RNA codificante para el canal Kv10.1. Transformacién de la cepa XL1-blue
de E. coli, linealizacion (Sfil) y transcripcion (T7). D) Expresion heteréloga. Inyeccion de 4.6, 9.2
y 13.8 ng del RNA codificante para el canal Kv10.1. E) Evaluacién electrofisiolégica. Potencial
de mantenimiento a -80 mV y pulsos de prueba a +10 mV cada 10 segundos. F) Determinacion

de masa molecular de las fracciones con actividad en el canal Kv10.1. MALDI-TOF en la

matriz CHCA 1/5.
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VII. MATERIAL Y METODOS
7.1 Material Biolégico
Se colectaron 10 ejemplares de Conus gladiator en la zona intermareal de la
bahia de Mazatlan, Sinaloa, en periodo de marea baja en el mes de febrero
(Figura 6). Se colocaron en un contenedor con agua de mar, al cual se le hicieron

recambios de agua constantes.

Figura 6. Colecta de Conus gladiator. A) Caracol C. gladiator asociado a la anemona del género

Palythoa. B) Zona intermareal en la bahia de Mazatlan. (Fotografias: elaboracién propia).

7.2 Obtencion del extracto de veneno
La extraccion del organismo se logré por ruptura de la concha con una prensa
de banco (Figura 7). La diseccion de los conductos venenosos (10 en total) se
realizé en las instalaciones de la Facultad de Ciencias del Mar (FACIMAR) de la
Universidad Autonoma de Sinaloa (UAS), en el Laboratorio que alberga la
coleccion de moluscos de la Universidad Auténoma de Sinaloa (COMUAS) a
cargo de la Dra. Ménica Ortiz Arellano (Figura 8). Posteriormente, estos fueron

colocados en 1 ml de solucién de extraccion (40% acetonitrilo (ACN) y acido
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trifluoroacético (TFA) al 2%). Durante el transporte de Sinaloa a la Ciudad de

México se mantuvieron en hielo seco. Posteriormente se almacenaron a -20°C

durante 48 h hasta su procesamiento.

Figura 7. A) Extraccién del organismo por ruptura de concha. B) Ejemplar macho de C. gladiator.
La flecha roja sefala el 6rgano sexual (pene). C) Ejemplar hembra de C. gladiator (ausencia de

pene) (Fotografias: elaboracion propia).

Los conductos venenosos se descongelaron a -4°C, y posteriormente se
homogeneizaron con un Polytron Tissue Tearor 985370 de BioSpec Products en
solucién de extraccion. EI homogenado se centrifugé a 12,000 g durante 10
minutos; finalmente se colectd el sobrenadante (extracto crudo de veneno) en 5

tubos Eppendorf de 2ml.
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Figura 8. Estructuras del aparato venenoso de Conus gladiator. La flecha amarilla sefiala el bulbo
venenoso. La flecha verde sefiala el conducto venenoso. La flecha roja sefiala el saco radular.
(Fotografia: Elaboracién propia).

7.3 Cuantificacion del veneno
La cantidad de proteina total del extracto crudo de veneno se cuantificd
utilizando 1yl por tubo en el sistema NanoDrop 2000 Thermo Scientific. La longitud
de onda se monitored a 280 nm y el blanco utilizado fue solucién de extraccion.
7.4 Fraccionamiento total del veneno
El fraccionamiento del veneno crudo de C. gladiator se realizé mediante

Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en Fase Reversa (RP-HPLC, por sus

siglas en inglés). Se trabaj6é con un total de 7 mg de proteina para cada uno de

los fraccionamientos realizados. El equipo de cromatografia esta provisto de una

columna analitica Vydac C18 (4.6 mm x 250 mm, tamafo de particula 5 pm,
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tamano del poro 300 Armstrong), y una precolumna C18 (218TP54, 4.6 X 10 mm,
5 uym de tamanio de particula).

Las soluciones empleadas para el fraccionamiento fueron solucién A
(0.1%TFA) y solucion B (0.085% TFA en 90% de ACN). El gradiente de elucion
fue de 5% a 100% de solucion B durante 100 minutos a un flujo de 1ml/min. El
monitoreo se realizd con un espectrofotometro ajustado a una longitud de onda
de 220 nm.

7.5 Ampilificacion del plasmido del canal de potasio Kv10.1

Se utilizaron células de la cepa XL1-Blue de Escherichia coli; a éstas se les
anadié 1 pl del plasmido del canal Kv10.1 donado por el Dr. Luis Pardo del Instituto
Max-Planck de Medicina Experimental, Alemania. La mezcla se mantuvo en hielo
por 30 minutos. Enseguida se les dio un choque térmico en un Thermoblock al
colocarlas a 42°C por 30 segundos y se colocaron en hielo durante 5 minutos. La
recuperacion de las células se llevo a cabo en el medio SOC (Triptona, Extracto
de Levadura, NaCl 8 mM, KCL 250 mM, MgCl, 2 M y glucosa 20 mM; pH 7
ajustado con 1 N NaOH) durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, se cultivaron en
cajas de Petri con medio LB (Triptona, Extracto de levadura, NaCl, Agar Agar; se
ajusté a pH 7.2 con 10 N NaOH) y se afadié el antibidtico de resistencia
(Ampicilina 80 pg/ml) al medio, se incubaron 12 horas a 37°C. Posteriormente, se
seleccionaron las colonias individuales definidas y se sembraron en tubos Falcon

de 15 ml con 3 ml de medio LB liquido con ampicilina durante 12 horas a 37°C.
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7.5.1 Obtencion del cDNA
Para obtener el material genético, éste fue purificado con el kit Wizard Plus
SV Minipreps DNA Purification System de la marca Promega, después de haber
realizado la propagacion del mismo en células en medio liquido (tubos de 15 ml);
el cDNA se cuantificd con el sistema NanoDrop 2000 a una longitud de onda de
260/280 nm.
7.6 Transcripcidn in vitro
Previamente a realizar la transcripcion fue necesario llevar a cabo la
linealizacion del cDNA con la enzima Sfil. Se llevo a cabo su purificacion con el kit
EZ-10 Spin Column PCR Purification Kit (Bio Basic). Para la transcripcidn se
empled la enzima T7 (2 plL) siguiendo el protocolo de Ambion mMessage
mMachine. Finalmente, se llevé a cabo la purificacion con el kit RNeasy Mini kit
(QIAGEN) y se realizé la cuantificacion del material en un sistema NanoDrop
2000.
7.7 Obtencion de ovocitos
Se utilizaron ovocitos de Xenopus laevis, mismos que fueron obtenidos
mediante microcirugias en la parte abdominal de las ranas. Estas se anestesiaron
con tricaina metasulfonato (MS-222) al 2% durante 20 minutos (NOM-062-Z00-
1999). Los ovocitos se extrajeron y se colocaron en medio OR-2 (NaCl 82.5 mM,
KCL 2.5 mM, MgCl,-6 H,O 1 mM, HEPES 5 mM; el pH se ajust6 a 7.5 con NaOH
10 N) con el cual se realizaron lavados para eliminar residuos (Figura 9).
Posterior a los lavados, se agregé colagenasa al medio OR-2 (1.15 mg/ml) y

se mantuvo en agitacion hasta observar que el saco folicular se disgregé.
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Después, se realizaron lavados con OR-2 hasta que el medio se observase
transparente.

Finalmente, se seleccionaron los ovocitos de los estadios de desarrollo V y
VI y se colocaron en medio ND96 (mM): 96 NaCl, 2 KCL, 1.8 CaCly, 1 MgCly, 5
HEPES, ajustado a pH 7.2 con 10 N NaOH y adicionado con los antibi6ticos

Penicilina/Estreptomicina (100 U/100 ug) /ml y Gentamicina (100 ug/ml).

——— . ) T

Figura 9. Microcirugia de X. laevis. A) Rana en tricaina metasulfonato al 2% durante 20 minutos.
B) Extraccion de ovocitos. (Fotografia: Elaboracion propia).

7.8 Expresion heteréloga
Con ayuda de un microinyector Nanoliter 2000 se inyectaron 4.6, 9.2y 13.8
ng de mRNA que codifica el canal de potasio Kv10.1 en el citoplasma de los
ovocitos; posteriormente, se incubaron a 15° C durante 24 horas.
7.9 Evaluacion electrofisiologica
Los registros electrofisiolégicos se realizaron empleando la técnica de fijacion
por voltaje con dos microelectrodos (Voltage Clamp) en los ovocitos de Xenopus
laevis; se utilizé un amplificador OC725C de Warner (New Haven, CT, USA) y un

software LabView (National Instruments, Austin, TX, USA). Los microelectrodos
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(resistencia 0.6-1 MQ) fueron llenados con solucién de cloruro de potasio (KCI) 3
M. Se utiliz6 la solucion ND96 como solucion de registro, la cual se compone de
(mM): 96 NaCl, 2 KCL, 1.8 CaCl,, 5 HEPES, ajustada a pH 7.2 con 10 N NaOH
para simular la solucion extracelular. El potencial de mantenimiento se fijo a -80
mV vy los pulsos de prueba fueron de +10 mV cada 10 segundos.

Los registros se realizaron a una temperatura de 19 a 22° C con una duracion
de 1200 ms. Los datos obtenidos fueron analizados a través de la programacion
llamada Recall-All mediante el uso del software LabVIEW (National Instruments)
los trazos de las corrientes se elaboraron con el software Sigmaplot 10.0. (Systat
Software Inc., San José, CA, USA.)

7.10 Analisis estadisticos

El porcentaje de bloqueo de las fracciones evaluadas se calcul6 tomando los
valores maximos de la amplitud de corriente (tiempo de registro 1095 a 1100 ms)
del ND96 (control) y de las fracciones de veneno. Finalmente, en el programa
Excel se calculé el promedio de la corriente normalizada. El porcentaje de bloqueo
se calcul6 con la siguiente formula (1-lioxina o fraccion/lcontrot X 100).

Para determinar si el porcentaje de bloqueo fue significativo, se analizaron
los datos de aquellas fracciones con una inhibicion superior al 20%, recurriendo a
la prueba estadistica T de Student para muestras independientes en el software
Statistica 10 (n=3).

7.11 Determinacién de la masa molecular

Para el analisis de la masa molecular, se enviaron 1.22 ug de las fracciones

repurificadas (F30-1 y F30-2) a los Laboratorios de Servicios Analiticos del

Instituto de Quimica, UNAM. Dicho analisis se llevd a cabo en un espectrometro
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de masas marca Brucker Microflex con MALDI-Tiempo de vuelo (MALDI-TOF
por sus siglas en inglés), el cual se compone de la fuente de iones Bruker
microSCOUT, el tubo de vuelo vertical el cual contiene el reflector y dos placas
detectoras, el sistema de vacio, un digitador, el sistema de laser y una camara.
La matriz en la que se mezclaron cada una de las muestras fue acido-ciano-4-

hidroxicinamico (CHCA, por sus siglas en inglés).
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VIl RESULTADOS
Se obtuvieron 10 conductos venenosos en total de Conus gladiator, los
cuales se homogeneizaron en solucién de extraccidn y se centrifugaron a 12,000
g por 10 minutos y se trabajé con el sobrenadante (veneno total, 14 ml). Dicho
sobrenadante se coloco en tubos Eppendorf y se cuantifico la proteina en un

sistema NanoDrop 2000 (Tabla 1).

Tabla 1. Resultados de la cuantificacion de proteinas usando el sistema NanoDrop 2000.

Muestra A280
(mg/mL)
Blanco
(Solucién de 0.015
extraccion)
1 3.03
2 2.82
3 2.98
4 2.51
5 2.8

8.1 Fraccionamiento total del veneno
Se inyectaron 7 mg del veneno crudo de C. gladiator en el equipo de
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en Fase Reversa (RP-HPLC). El perfil

cromatografico del veneno se observa en la Figura 10.
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Figura 10. Perfil cromatografico del veneno total de C. gladiator. La longitud de onda a la que se
monitored fue 220 nm; se usé un paso isocratico a 5% de solucion B durante 5 minutos seguido
de un gradiente lineal de 5-100% de solucién B en 95 minutos (linea roja). El area del recuadro

azul comprende las fracciones que se evaluaron electrofisiolégicamente.

Para llevar a cabo la evaluacidén electrofisiolégica de cada una de las
fracciones de interés (numeradas en color rojo en la Figura 10), se decidio
comenzar con una concentracion de 10 uM, tomando en consideracion el
antecedente reportado en la literatura que indica que el conopéptido CPY-Fe1 de
Conus ferrugineus tiene una ICso de 8.8 uM en el canal Kv1.6 expresado en
ovocitos de X. laevis [30].

Para estimar la cantidad disponible por fraccion del veneno de C. gladiator,

se utilizé como referencia una muestra de 5 nanomoles del conopéptido CPY-PI1,
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Absorbancia 220nm (mAU)

cuyo peso molecular promedio es de 4094.80 Da equivalente a 20.47 ug misma

que fue analizada en el cromatografo y de esta manera se pudo obtener un valor

de referencia (area bajo la curva) que permitid hacer la estimacion de la cantidad

disponible de cada una de las fracciones de interés (Figura 11).
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Figura 11. Perfil cromatografico del péptido CPY-PI1a. La longitud de onda a la que se monitore6

fue 220 nm; se usé un paso isocratico a 5% de solucion B durante 5 minutos, seguido de un

gradiente lineal de 5-100% de solucién B en 95 minutos (linea roja); el valor en la parte superior

del pico indica el area bajo la curva de 5 nanomoles = 20.47 pg.

8.2 Evaluacién electrofisiolégica

Se llevo a cabo la evaluacidn electrofisiologica de 13 fracciones de Conus

gladiator a una concentracion de 10 yM en el canal Kv10.1. Cabe resaltar que
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solamente con cinco de ellas se observd una disminucion en la amplitud de la
corriente superior a 20%. La fraccion 28 presentd un porcentaje de bloqueo de
28.72%, la fraccion 29 de 28.15%, la 30 de 38.68%, la fraccion 35 de 39.16% y la
47 de 33.57% (Figura 12).

En la Figura 13 se muestra que el efecto sobre la amplitud de la corriente de
las 5 fracciones activas es estadisticamente significativo con base en la prueba T

de Student para muestras independientes (p < 0.05).
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Figura 12. Evaluacion electrofisiolégica de las fracciones A) 28, B) 29, C) 30, D) 35y E) 47 de

C. gladiator en el canal de potasio Kv10.1. En los trazos de color negro se indica la corriente en

condiciones control (ND96), mientras que en color gris la actividad de las fracciones. El numero

de ensayos por fraccion fue de 3 en ovocitos distintos (n=3).
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Figura 13. Porcentaje de bloqueo de las cinco fracciones activas del veneno de C. gladiator en el
canal de potasio Kv10.1. La concentracion a la que se evaluaron las fracciones fue de 10 uM. Los

puntos indican la media + E.E.M. El nimero de ensayos por fraccion fue de 3 (n=3). Los asteriscos

indican una p < 0.05 respecto al control.
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8.3 Repurificacion de las fracciones activas

Posteriormente a la evaluacion electrofisioldgica, las fracciones del veneno
de C. gladiator que presentaron una mayor actividad (28, 29 y 30) se repurificaron
en RP-HPLC utilizando un paso isocratico a 25% de solucion B durante 5 minutos
seguido de un gradiente lineal de elucion que va de 25 a 40% de solucién B
durante 45 minutos con un flujo de 1 ml/min. En la primera repurificacion, el
rendimiento obtenido de la fraccion 28 fue minimo (Figura 14); por lo tanto, se
decidié repurificar a estas tres fracciones en conjunto para asi poder recuperar la

mayor cantidad posible (Figura 15).
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Figura 14. Repurificacion de la fraccion activa 28. La longitud de onda a la que se monitore6 fue
220 nm; el programa utilizado consistié en un paso isocratico a 25% de solucién B durante 5 min

seguido de un gradiente lineal de 25 a 40% de solucion B en 45 minutos (linea roja).
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Figura 15. Repurificacion de las fracciones activas 28, 29 y 30. La longitud de onda a la que se
monitored fue 220nm; el programa utilizado consistié en un paso isocratico a 25% de solucién B
durante 5 min seguido de un gradiente lineal de 25 a 40% de solucion B en 45 minutos (linea roja).

Las flechas rojas indican las muestras que se enviaron a determinaciéon de masa molecular.

Para la fraccidon 35 se utilizé un paso isocratico a 33% de solucién B durante
5 min seguido de un gradiente de elucion de 33 a 40% de solucion B en 21 minutos.
En el perfil cromatografico (Figura 16) se puede observar la presencia de tres
componentes, lo cual sugiere realizar una nueva repurificacién; sin embargo, la

cantidad del componente obtenido es muy poca para realizarlo.
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Con la fraccion 47 se empled un paso isocratico a 39% de solucién B durante
5 min seguido de un gradiente de elucion de 39 a 45% de solucién B en 18 minutos;
en el perfil cromatografico (Figura 17) se observan dos componentes, lo cual indica

qgue se debe repurificar nuevamente; no obstante, la cantidad de material obtenido

no es suficiente para llevarla a cabo.
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Figura 16. Repurificacion de la fraccion activa 35. La longitud de onda a la que se monitoreo6 fue 220

nm; el programa utilizado consistié en un paso isocratico a 33% de solucién B durante 5 min seguido

de un gradiente lineal de 33 a 44% de solucién B en 21 minutos (linea roja).
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Figura 17. Repurificacidon de la fraccion activa 47. La longitud de onda a la que se monitore6 fue
220nm; el programa utilizado consistié en un paso isocratico a 39% de soluciéon B durante 5 min

seguido de un gradiente lineal de 39 a 45% de solucion B en 18 minutos (linea roja).

8.4 Evaluacion electrofisiolégica de las subfracciones de las
repurificaciones
De la repurificacion de las fracciones 28, 29 y 30 s6lo se evaluo la muestra
F30-1 debido a que el rendimiento de las demas subfracciones no fue suficiente
para ser evaluada en Kv10.1 a una concentracién 10 uM. La evaluacion de la
muestra F30-1 (10 pyM) presentd un porcentaje de inhibicién del 50.71%, lo cual
indica que este componente conserva la actividad en el canal de potasio Kv10.1

(Figura 18).
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Para el caso de las subfracciones de las fracciones 35 y 47 no se realizaron
registros electrofisiologicos debido a que el rendimiento obtenido durante su
repurificaciéon no permite alcanzar la concentracion de 10 yM.

La Figura 19 muestra la comparacién del porcentaje de inhibicién de la
subfraccion F30-1 (50.71%) con el de la primera evaluacion de la fraccidén 30 (sin
repurificar 38.68%), debido a que se observa un aumento en la inhibicion posterior
a la repurificacion de la fraccion. El efecto sobre la amplitud de corriente es
estadisticamente significativo con base a la prueba T de Student para muestras

independientes (p < 0.05).
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Figura 18. Evaluacion electrofisiologica de la subfraccion F30-1 de C. gladiator. Los trazos de color
negro indican la corriente control (ND96), mientras que en color gris la actividad de la subfraccion

F30-1 (10 uM). El nimero de ensayos fue de 3 (n=3).
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Figura 19. Comparacién del porcentaje de bloqueo de la fraccién 30 (10 pM) y del componente

F30-1 (10 uM) obtenido durante la repurificacion. Los puntos indican la media + E.E.M. El nUmero

de ensayos fue de 3 (n=3). El asterisco indica una p < 0.05 respecto al control.
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8.5 Determinacién de la masa molecular

El analisis de masa molecular de las muestras F30-1 y F30-2 se obtuvo
mediante espectrometria de masas MALDI-TOF en una matriz CHCA 1/5. En las
Figuras 20 y 21 se muestran los espectros de masas de las muestras F30-1 y F30-
2, respectivamente. El analisis indica la presencia de mas de un componente para
ambos casos; no obstante, para la muestra F30-1 el peso molecular del componente
que se encuentra en mayor cantidad indica un ion molecular de 4490.388 m/z y otro
de 8981.678 m/z que pudieran corresponder a iones con carga +2 y carga +1
respectivamente, y por ende es el mismo componente y con actividad sobre Kv10.1,
mientras que en el espectro de masas obtenido con F30-2 existen de igual forma
dos sefnales mayoritarias de iones cargados +2 y +1 de 7785.211 y 15575.451 m/z
respectivamente, lo que indicaria que es el mismo componente, pero

definitivamente diferente al de la muestra F30-1.
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Registro  D1191122-aer-03 Laboratorios de Servicios Analiticos

Matriz

[a.u)]

2500

Intens
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CHCA 1/5 Instituto de Quimica UNAM
4490.388

8981.678

2992.781

6480.163
5445.262 10892.656 12951.831

4000 6000 8000 10000 12000

Figura 20. Espectrometria de masas MALDI-TOF de la muestra F30-1. Se observan los distintos

pesos moleculares obtenidos de la muestra F30-1 con relacion a la masa y carga (m/z).

49



Registro D2 191122-aer-04 Laboratorios de Servicios Analiticos
Matriz CHCA 1/5 Instituto de Quimica UNAM

Intens. [a.u.]

7785.211

2500

2000

1500

3013.453

1000
8980.553

6482.663
4484 512 12973.709

500
5186.594

10274.477

2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
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Figura 21. Espectrometria de masas MALDI-TOF de la muestra F30-2. Se observan los distintos

pesos moleculares obtenidos de la muestra F30-2 con relacion a la masa y carga (m/z).
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IX. DISCUSION

El objetivo principal de esta tesis consisti6 en encontrar al menos un
componente en el veneno del caracol marino Conus gladiator con actividad en el
canal de potasio Kv10.1. La importancia de este canal se debe a que su expresion
fuera del SN contribuye a la proliferacion de células cancerigenas [26, 64, 65]; por
lo tanto, es un blanco molecular de interés, dado que se busca encontrar
componentes capaces de contrarrestar su actividad. El astemizol, la imipramina y
la quinidina, son algunos ejemplos de compuestos quimicos con actividad
antiproliferativa en el canal Kv10.1; no obstante, no son especificos del canal, ya
que también tienen actividad en el canal de potasio Kv11.1, lo cual produce
efectos adversos como el sindrome QT largo, causando arritmias o muerte subita
[33, 65, 97]. Por tal motivo, se desea encontrar un componente presente en el
veneno de Conus gladiator, ya que generalmente las conotoxinas tienen alta
especificidad para su blanco molecular; un ejemplo es la conotoxina RIIIK la cual
tiene afinidad considerable por los canales tipo Shaker (ICso 1.21 yM) pero no por
otros canales de potasio como son Kv1.1, Kv1.3, Kv1.4, Kv2.1, Kv3.4, Kv4.2, herg
y eag, evaluados a una concentracion de 10 uM [22].

En este trabajo, a través de la técnica de RP-HPLC, se muestra que el
veneno de C. gladiator presenta alrededor de 60 componentes totales de los
cuales 13 son los picos (fracciones) mas abundantes que se registraron en el perfil
cromatografico. Estas fracciones fueron evaluadas en el canal de potasio Kv10.1
debido a que fueron aquellas con mayor rendimiento, lo cual permitié evaluarlas

a una concentracion de 10 uM y su subsecuente repurificacion, dado que como
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se reporta en la literatura la eficiencia de recuperacion de las muestras son
moderadas o bajas después de la cromatografia [58].

Con la finalidad de realizar la evaluacion electrofisiolégica de las 13
fracciones mayoritarias del veneno, se utilizd como sistema de expresion
heterdloga los ovocitos de Xenopus laevis. Miledi y colaboradores en 1982
demostraron que los canales idnicos y receptores neuronales pueden ser
expresados en ovocitos de X. laevis al inyectar RNA en el citoplasma de esta
célula [54]. Estos tienen como ventaja la capacidad de generar corrientes de los
canales inyectados mayores a sus corrientes endogenas, permitiendo llevar a
cabo registros electrofisiolégicos sin contaminacion proveniente de sus corrientes
nativas [24].

Las 13 fracciones mayoritarias fueron evaluadas mediante la técnica de
fijacion por voltaje con dos microelectrodos; del total de muestras evaluadas se
obtuvieron 5 fracciones con actividad en el canal de potasio Kv10.1. Tres de éstas
(28, 29 y 30) se encuentran de manera constante en los perfiles cromatograficos,
por lo que se podria inferir que su actividad de éstas en el canal Kv10.1 se debe
a que comparten una secuencia parcial de aminoacidos involucrada en el bloqueo
del canal.

Al realizar la repurificacion de estas tres fracciones (28, 29 y 30), se
obtuvieron solamente dos componentes mayoritarios, nombrados F30-1 y F30-2;
el rendimiento permitio realizar el analisis de masas, sin embargo, solamente de
la primera se contaba con la suficiente cantidad para realizar la evaluacion
electrofisiologica a una concentracion de 10 yM. No obstante, el estimado de la

concentracion se habia realizado con base al area del péptido CPY-PI1 cuyo peso
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molecular promedio es de 4098.80 Da, mientras que la fraccion tiene un ion
molecular de 8980.67 Da, por lo tanto, la concentracién real seria entonces de 4.6
MM.

Al evaluar la subfraccion F30-1, ésta bloqued el 50.71% de la corriente. El
aumento en la actividad puede deberse a que la fraccion esta mas pura; otra
posibilidad es que los componentes eliminados pudieran contener péptidos que
afecten la interaccion de la toxina con el canal. Dicha aseveracién puede ser
justificada retomando lo reportado para Conus geographus por Endean en 1974,
Spence en 1977 y Cruz en 1985, en donde el primero concluyé que el veneno
total solamente afectaba los potenciales de accidon musculares, sin tener actividad
sobre los nerviosos [20]. Por otra parte, Spence y colaboradores reportan que al
evaluar a la “Toxina llI” de C. geographus bloquea solamente a los canales de Na*
musculares; no obstante, cuando es repurificada se observa que es capaz de
bloquear a los canales de Na’ nerviosos [80]. Este ultimo resultado fue
corroborado por Cruz en 1985 [17]; por lo tanto, se puede inferir que las
repurificaciones de los componentes con actividad permiten eliminar péptidos que
puedan actuar de manera inespecifica como “contaminantes” y afecten o
modifiquen la afinidad aparente por un blanco farmacologico.

A los componentes F30-1 y F30-2 se les determind su peso molecular y los
resultados indican que son dos componentes diferentes entre si, por lo que se
descarta la posibilidad de que sean péptidos semejantes, cuyas diferencias
pudieran deberse a modificaciones postraduccionales, que son muy abundantes

en conotoxinas [15].
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Los resultados de la repurificacién de las fracciones 35 y 47, indican que los
componentes no se alcanzan a separar completamente, observandose la
presencia de al menos tres componentes mayoritarios para la fraccion 35 (Figura
16) y de dos componentes mayoritarios para la fraccién 47 (Figura 17); por lo
tanto, es necesario repurificar estas muestras y llevar a cabo su evaluacién
electrofisioldgica de manera independiente.

En el perfil cromatografico del veneno total (Figura 10) se puede observar por
lo menos 13 picos o fracciones mayoritarias, los cuales representan una fuente
rica de componentes bioactivos, ya que al menos 5 fracciones mostraron actividad
en el canal Kv10.1. No obstante, en el mismo perfil podemos observar la presencia
de al menos 60 componentes en total. Kauferstein y colaboradores indicaron que
es posible que el gran numero de péptidos presentes en el veneno de los Conos
puede estar relacionado con la poca disponibilidad de un componente en
particular; ademas el rendimiento de cada muestra se puede ver afectado en cada
paso de la purificacion [34]. Por lo tanto, se necesitaria una cantidad considerable
de ejemplares de Conus gladiator para poder llevar a cabo las repurificaciones
necesarias, evaluaciones electrofisioldgicas, asi como para la determinacion de
masas y secuencia.

Finalmente, si se compara la concentracién evaluada (4.6 uM), asi como el
porcentaje de bloqueo de la repurificacion F30-1 obtenida del veneno de C.
gladiator (50.71%), con los resultados reportados para la k-hefutoxina, aislada de
Heterometrus fulvipes, se puede decir que F30-1 presenta afinidad 10 veces
mayor por el canal Kv10.1 debido a que es necesaria una concentracion de 40 uM

de la k-hefutoxina para obtener un porcentaje de inhibicion similar (57+2%) [56].
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No obstante, la toxina APETx4 aislada de la anémona Anthopleura elegantissima
inhibe un 76+2% de bloqueo a una concentracion de 1.6 uM; con la diferencia de
que la toxina APETx4 no es selectiva unicamente para el canal Kv10.1, dado que
puede inhibir corrientes de canales Kv1.4 a un 66+8% y de Nav1.4 en 50+5% [55].

Por otra parte, si analizamos los resultados de espectrometria de masas
obtenida para la fraccion F30-1 hay dos iones moleculares con carga +1 y +2,
cuyos valores de m/z son 8981.678 y 4490.388, respectivamente. El ion molecular
con carga +2, si se multiplica por 2 y se le resta la carga (2) da un peso de 8978.78
Da el cual seria muy cercano al del ion carga +1 (8980.678 Da), si a éste se le
resta la carga (+1); por lo tanto, la diferencia seria de 1.898 Da, que esta dentro
del error experimental, de lo que se infiere que el peso molecular de la fraccidon
F30-1 es de 8978.78 Da. Si tomamos en cuenta que el peso promedio de un
aminoacido equivale a 110 Da [5], la longitud del péptido seria de 81 residuos de
aminoacidos. Otra posibilidad que existe al tener dos sefiales en el espectro de
masas es que la fraccién F30-1 contenga tanto una toxina monomérica como una
toxina dimérica y los valores correspondan a la cadena monomeérica y dimérica;
para comprobar esta suposicion se debe de implementar estudios de reduccion y
alquilacion total de la fraccion y ver la presencia de dos componentes al momento
de realizar la cromatografia (en caso de que los mondmeros, si existen, sean lo
suficientemente diferentes como para separarse en las condiciones
cromatograficas empleadas). Con base en los resultados de las toxinas
reportadas con actividad en Kv10.1, la subfraccion F30-1 tiene una masa
promedio del doble (si se tratase de un dimero) o similar (si fuera un monomero)

a la reportada para la APETX4 (4651.02Da), lo cual podria ser un indicador de
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que las toxinas con actividad en este canal pueden ser de mayor tamano
comparadas con el tamafio promedio de las conotoxinas (12-30 residuos de

aminoacidos) [43].
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X. CONCLUSIONES
Se llevd a cabo la expresidon del canal de potasio Kv10.1 en ovocitos de X.
laevis.

El veneno de Conus gladiator presenta por lo menos 5 fracciones con
actividad inhibitoria mayor a 20% en el canal de potasio Kv10.1.

Fue posible obtener un componente semi-puro mayoritario (F30-1) con
una actividad del 50% de inhibicion sobre el canal de potasio Kv10.1 a una
concentracion de 4.6 pM.

El componente mayoritario de la fraccion F30-1 tiene, posiblemente, un
peso molecular de 8978.78 Da y contiene aproximadamente 81 residuos

de aminoacidos.
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XI. PERSPECTIVAS
Es necesario continuar con la repurificacion de la subfraccion F30-1 hasta
dilucidar su secuencia primaria.
Realizar ensayos de selectividad de la subfraccion F30-1, o una
subfraccion mas pura, sobre otros canales de K.
Determinar la ICs¢ del componente puro de F30-1 sobre el canal Kv10.1.
Llevar a cabo la repurificacion de la subfraccion F30-2 y las fracciones 35
y 47, asi como las respectivas evaluaciones electrofisioloégicas de los

componentes obtenidos.
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