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Resumen

La interaccion entre las toxinas con los canales ionicos ha dado pie al conocimiento
de la estructura y funcion de estos. Un canal importante que participa en el proceso
de repolarizacion del potencial de accion cardiaco es el canal hERG1. Mutaciones
en él derivan en patologias como el sindrome QT largo el cual se ve reflejado en
arritmias o muerte subita en pacientes que lo padecen. Este canal es blanco de una
subfamilia de toxinas denominadas Erg toxinas, las cuales al encontrarse en
contacto con el canal llevan a cabo un bloqueo del 90% aun en presencia de una
concentracion saturante de la toxina. Este comportamiento habia sido habitual en
esta subfamilia hasta que se observé que la Erg toxina (CmErgl) de Centruroides
margaritatus, es capaz de bloquear el canal totalmente. Basandose en los estudios
previos de los sitios de union de la Erg toxina aislada de Centruroides noxius
(CnErgl) y de acuerdo con un modelo computacional del complejo entre la toxina y
el canal, se propuso que los cambios en la eficiencia del bloqueo eran debidos a los
cambios de aminoacidos en las posiciones 17 y 21 de la secuencia de la toxina. Con
base en estos antecedentes, se llevo a cabo la sintesis quimica en fase soélida de
las toxinas CnErgl (Y17F, Q21T) y CmErgl (F17Y, T21Q) asi como las pruebas
electrofisiolégicas de cada una para corroborar el modelo existente. Se obtuvo como
resultado un bloqueo mas eficiente al exponer el canal hERG1 a la toxina CnErgl
(Y17F, Q21T) mientras que al exponer el canal hERGL1 a la toxina CmErgl (F17Y,
T21Q) se observd un bloqueo parcial. Nuestros resultados nos indican que, de
acuerdo con lo que se predice en el modelo, las posiciones 17 y 21 son participes e

importantes en la capacidad de bloqueo de las toxinas.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Los escorpiones forman parte de la fauna en gran parte del mundo. Hoy en dia se
tiene registro de unas 2,200 especies reconocidas, de las cuales una baja cantidad
resultan nocivas para el ser humano (Ward et al., 2018).

Las especies de importancia médica pertenecen a la familia Buthidae, siendo el
género Centruroides unas de las principales que habitan en México y en regiones
de América del Sur. Hasta ahora este género cuenta con alrededor de 90 especies
(Esposito et al., s. f.), de las cuales 24 tienen actividad toxica en seres humanos.
Por su parte, Centruroides noxius forma parte de estas; es una especie que habita
principalmente en el estado de Nayarit (Riafio-Umbarila et al., 2017), mientras que
Centruroides margaritatus ha sido identificado en paises como Ecuador, partes de
México, Colombia, Venezuela y Perq, (W.D. Sissom, 1987). A pesar de formar parte
de la misma familia, no poseen el mismo grado de nocividad para los seres
humanos.

El veneno es una mezcla de proteinas, péptidos, enzimas, carbohidratos,
nucleodtidos, lipidos y otros componentes de bajo peso molecular (Beltran-Vidal
et al., 2021). La toxicidad de los venenos de escorpion se debe principalmente a la
presencia de péptidos (toxinas) que interaccionan con los canales i6nicos de las
células. Se han propuesto criterios para la clasificacién de las toxinas, resultando
en la divisibn en familias las cuales son determinadas por el tipo de canal que
poseen como blanco.

Familia 1 (NaScTx): péptidos de 60 a 70 aa unidos por 4 puentes disulfuro que
modulan la actividad de los canales de sodio (Gordon et al., 1998).

Familia 2 (KScTx): compuesta por péptidos cortos (30 a 40 aa) y largos (60 a 64
aa) unidas por 3 0 4 puentes disulfuro. Su principal caracteristica es el bloqueo de
los canales de potasio (Martin-Eauclaire et al., 1999).

Familia 3 (CIScTx): cadenas cortas menores a 36 aa, y cuentan con 4 puentes
disulfuro. Se sugiere que estos péptidos actian sobre canales de cloro (DeBin et al.,
1993).



Familia 4 (CaScTx): incluye péptidos que interaccionan con canales de calcio
(Valdivia et al., 1992).

1.1.2 Erg toxinas

Dentro de las subdivisiones de la familia 2 se encuentran las Erg toxinas. Estas
toman como blanco los canales de potasio dependientes de voltaje, los canales
ERG (Ether-a-go-go-related-gene). La primera Erg toxina fue aislada del veneno de
C. noxius en la década de los noventa y se le dio el nombre formal de CnErgl. Este
péptido tiene una longitud de 42 aminoacidos, forma 4 puentes disulfuro y tiene un
peso molecular de 4738.36 Da (Gurrola et al., 1999). Las toxinas gamma que ha
sido probada su accién con pruebas electrofisiolégicas del veneno total son CeErgl,
CgErgl, CsErgl y CexErgl (Rodriguez de la Vega et al.,, 2003) mientas que las
pruebas electrofisiologicas de las toxinas aisladas se han realizado en CmErgl
(Beltran-Vidal et al., 2021) , CnErgl, CeErg4 (Restano-Cassulini et al., 2008) y
CeErg5 (Restano-Cassulini et al., 2008) por otra parte la CtErgl aun no tiene las
lecturas necesarias para conocer el porcentaje de la corriente residual qué pasa a
través del canal, sin embargo, el comportamiento habitual de las Erg toxinas
presentes en el veneno de otras especies de escorpién, consiste en un bloqueo del

90% del paso de los iones de potasio a través del canal (Beltran-Vidal et al., 2021).

10 20 30 40

| | | | Id (%)
COHLM3| yKTx1.10|CmErgl DRDSCVDKSRCAKYGYFQECTDCCKKYGHNGGTCMFFKCKCA
Q86QV6 | yKTx1.2 |CeErgl ....B.::..8B.:..- Y..g-B.........B...8.8 97.6
Q86QV3 yKTx1.3 |CgERG1 ....B.....H..:. HY. . B - B. .- -+-:::. % ... B 8. 95..2
086QU6 [YKTx1l.:4 |CSEXgl weoucllssco s s Y..EQ.BF. . Aicess il BB 92.9
0860t3|yKTx1.1 |CnErgl ....d.....H. B B o . na...... Bl - 90.5
POC892 | yKTx1.7 |CeErg4 ....B.....E S....Y..BO.B8. . A......B. ...HBE. 90.5
086QU1 | YKTx1.6 |CexErgl ..:.@.....B.:...- Y. .BO.BS. . A..S...B....B-8. 90.5
POC893|yKTx1.8 |CeErgd ..... T.:0 8 S....Y..B0.B8. . A......8 ...8-H 88.1
COHJW3|yKTx1.9 |CtErgl ..... T.so B S Y. 0.0, . A...R..B ... AB 85.7

Figura 1. Alineamiento de las Erg toxinas que han sido probadas en electrofisiologia en amarillo se observan
los residuos que forman los 4 puentes disulfuro mientras que en rosa las posiciones que se ha determinado son
importantes para la unién de la toxina con el canal por parte de CnErgl(Beltran-Vidal et al., 2021).



1.1.3 Canales de potasio

Los canales ionicos son proteinas transmembranales las cuales permiten el paso
de moléculas especificas a través de ellos. Los canales de potasio son una super
familia selectiva de iones potasio, en su mayoria conformados por tetrameros
transmembranales comprendidos por 6 segmentos cada uno (Zhao et al., 2019),
cuyos extremos N-terminal y C-terminal se encuentran situados de manera
intracelular. La activacion de este tipo de canales puede ser dependiente del ligando
que se les une o del voltaje de la membrana celular (Capera etal.,, 2019).
Particularmente los canales dependientes de voltaje (Kv) se encuentran abiertos

durante la despolarizacion de la membrana (Christie, 1995) y son blanco de toxinas

presentes en el veneno de algunos artropodos.

Kv Channel

Membrane Membrane

Figura 2 Representacion de la estructura y el sitio de unién de las toxinas a un canal de potasio dependiente de
voltaje (Zhao et al., 2019).

1.1.4 Canales hERG1

En los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv) se encuentran los canales
Ether-a-go-go-related gene; estos cuentan con una estructura caracteristica debido
a que cuentan con los 4 tetrameros de 6 segmentos transmembranales y una torreta

en forma de petunia (Zhao et al., 2019). Estos canales se encuentran expresados en



distintos tipos celulares como cerebrales, cardiacos y otros tejidos (Jiménez-Vargas
et al., 2017). Juegan un a papel fundamental durante el proceso de repolarizacion
durante el potencial de accion cardiaco, mutaciones en estos canales dan pie a
sindromes como el sindrome QT largo el cual se define como un trastorno
hereditario o adquirido en el que la repolarizacién ventricular predispone a los
pacientes a sufrir arritmias y en algunos casos muerte subita (Sanguinetti, 2014), lo
qgue los vuelve de interés médico. Este canal es blanco de toxinas de escorpidn

pertenecientes a la subfamilia de potasio gamma o Erg toxinas (Corona et al., 2002).

1.1.5 CmErgl

Recientemente se ha caracterizado el veneno de C. margaritatus y se determino la
presencia de un péptido con actividad toxica que toma como blanco canales de
potasio hERG1. Se reporté que posee una longitud de 42 aminoacidos, forma 4
puentes disulfuro y tiene un peso molécular de 4801.51 Da. Por su similitud en
secuencia se afirma ser el miembro nimero 10 de las Erg toxinas. Al llevar a cabo
pruebas electrofisioldgicas con células que expresan el canal hERG1 se determind
su capacidad de bloquear completamente al canal, debido a que la union toxina-
canal resulta mas estable.

Al hacer el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las toxinas CmErgl
y CnErgl, se determind que hay un 90.55 % de identidad de secuencia entre ellas
(Beltran-Vidal et al., 2021).

Beltran-Vidal y colaboradores sugieren que el distinto tipo de bloqueo sobre el canal
es consecuencia de la diferencia en las posiciones 17, 21, 26 y 27. Por ensayos de
acoplamiento se descarté que los residuos de las posiciones 26 y 27 interactlien
con el canal (Beltran-Vidal et al., 2021). Por lo tanto, se propone que al llevar a cabo
las mutaciones especificas en F17Y y Q21T, éstas induciran la eliminacion del
bloqueo total de hERGL1 por parte CmErgl, mientras que al realizar mutaciones
reciprocas en los aminoacidos Y17F y T21Q en CnErgl, se inducird un bloqueo
completo en hERG1 (Beltran-Vidal et al., 2021).



1.2 Marco teoérico

1.2.1 Sintesis quimica en fase soélida

Llevar a cabo la sintesis quimica de péptidos en el laboratorio era un proceso que
implicaba el uso de una amplia variedad de soluciones, ademas de que sintetizar
cadenas largas de aminoacidos resultaba poco eficiente debido a la pobre
solubilidad y purificacién del péptido resultante. Sin embargo, en la década de los
60’s, Bruce Merrifield cambio la manera de sintetizar péptidos al implementar una
nueva metodologia donde utilizé un soporte sdlido, el cual cuenta con una molécula
enlazante a la que se ancla la cadena peptidica. Esta técnica lleva el nombre de
Sintesis de Péptidos en Fase Solida (SPPS). En 1984, Bruce Merrifield recibi6 el
premio Nobel por sintetizar el tetrapéptido Leucilalanilglicialanina (Merrifield, 1963).
La SPPS se lleva a cabo mediante la elongacion de la cadena peptidica del extremo
C-terminal al N-terminal (de manera contraria a como se lleva a cabo la sintesis de
un péptido en el ribosoma). Los aminoacidos se encuentran protegidos en su
posicion a-amino y cadenas laterales, evitando asi reacciones no deseadas. Por
otro lado, los grupos protectores son retirados al final de la sintesis mediante el
rompimiento del enlace entre el grupo protector y el aminoacido con reactivos que
no dafien la integridad del péptido. Los excesos de reactivos y grupos protectores
libres son eliminados mediante un proceso de lavado y filtrado.

El primer paso es el enlace entre el primer aminoacido que se encuentra en el
extremo C-terminal y el soporte (resina) de poliestireno. Posteriormente se hace la
desproteccion, en la que se retirard el grupo protector 9-fluorenilmetiloxicarbonil
(Fmoc) del extremo N-terminal de aminoacido ya acoplado con una base; en este
caso es una solucion de piperidina al 20% en N,N-Dimetilformamida (DMF). El
exceso de Fmoc que ahora se encuentra en la solucién se retira mediante lavados
de la resina con DMF con una duracion de un minuto con agitacion manual
(Mitscher, 2001). Una vez libre el extremo N-terminal; se activara el extremo
carboxilo del siguiente aminoacido con N,N-Diisopropiletilamina (DIPEA), N-[(1H-
benzotriazol-1-il)-dimetilamino-metilen]-N-metilmetanaminio (HBTU) y 1-
hidroxibenzotriazol hidratado (HOBt), este Uultimo utilizado para evitar la

racemizacion por parte de los aminoacido y la formacion de subproductos. El



aminoécido siguiente es afadido al reactor donde se encuentra la resina y el primer
aminoéacido para asi formar un enlace peptidico, obteniendo como resultado una
cadena con dos aminoacidos (Stawikowski & Fields, 2012). En este momento se
repite la ruptura del enlace entre el protector Fmoc con el extremo amino del
dipéptido; este ciclo se repite hasta completar la union de todos los aminoacidos
deseados.

Entre cada desproteccion y acoplamiento se deben realizar pruebas cualitativas las
cuales nos indican si se llevo a cabo completamente la remocion del grupo Fmoc o
el enlace peptidico entre el nuevo aminoacido y el que ya se encuentra en la cadena.
La prueba Kaiser consiste en la reaccion de ninhidrina con aminas primarias en
presencia de calor; dando como resultado la coloracion azul por parte de la solucién
si la reaccion es llevada a cabo (extremo amino libre). De manera contraria al no
reaccionar no se observa ninguna coloracion en la resina y se obtiene una solucion
amarillenta (extremo amino con el grupo Fmoc) (Kaiser et al., 1970).

La prueba del acido 2,4,6-trinitrobencensulfonico en solucién de metanol (TNBS) es
caracteristica de una coloracion roja por parte de la resina cuando el extremo amino
se encuentra libre y transparente si esta protegido con el grupo Fmoc.

Al no obtenerse el resultado esperado se puede repetir el procedimiento de
desproteccion o acoplamiento segun sea el caso, las veces necesarias para obtener

una mayor eficiencia de la sintesis del péptido.
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1.2.2 Pruebas electrofisiolégicas

El flujo de iones a través de la membrana celular ha sido de interés en los ultimos
afos por lo que para medir la corriente a través de los mismos se desarrollé una
técnica nombrada “Patch Clamp”, en la que empleando micropipetas para realizar
pequefios parches en la superficie celular se observa y mide el comportamiento de
un canal iénico (Kornreich, 2007).

El Patch Clamp consiste en utilizar una pipeta de vidrio para aproximarse a una
célula que se encuentra adherida a una base y mediante presion negativa se forma
un sello con la membrana celular. Se hace pasar voltaje y se realiza el registro del
flujo de iones (Bell & Dallas, 2018).

Célula sellada

Aproximacion Sello

e el
é =

Célula adherida
Lectura

Parche

Citosol

Figura 4. Esquema general de la técnica “Patch clamp”, donde se representa el proceso de aproximacion y
sello ademas de la configuracion de parche perforado y célula sellada. Modificada de (Bell & Dallas, 2018)



La formacion del parche célula-micropipeta es dependiente del tipo de datos que se

desean obtener, siendo los descritos a continuacion los mas notables.

Cell-attached: EIl electrodo se sella herméticamente al parche de la
membrana y la célula permanece intacta (Yajuan et al., 2012)

Outside-out: Se forma la configuracion “whole cell” y el electrodo se retira
lentamente de la célula, lo que permite que el exterior original de la
membrana gire su centro y se forme el parche (Yajuan et al., 2012).
Inside-out: Después de formar el sello de GQ la pipeta se retira rapidamente
de la célula, formando un parche de membrana que se encuentra adherido a
la micropipeta, exponiendo la superficie intracelular de la membrana al medio
(Yajuan et al., 2012).

Parche perforado: Se emplean agentes perforantes de membrana,
preferentemente moléculas pequefias o antibiéticos, para generar un solo
sistema con la pipeta (Bell & Dallas, 2018).

Célula completa o sellada: se afiade presion negativa adicional para romper
la membrana y asi con la solucion contenida en la membrana formar un solo
sistema que comparte caracteristicas eléctricas y quimicas (Bell & Dallas,
2018).



CAPITULO 2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1 Planteamiento del problema

Los modelos computacionales de interaccion entre proteinas se han vuelto cada vez
mas comunes para profundizar en la relacion estructura-funcion. Las técnicas como
el modelado molecular abren la posibilidad de observar enlaces y energias entre
ligandos y proteinas de moléculas que no existen en la naturaleza. Sin embargo, se
deben utilizar técnicas experimentales para validar el comportamiento de estos
modelos, asi como corroborar si cumplen las aseveraciones que se han hecho con

base en ellas.

2.2 Hipotesis

Modificando la toxina CmErgl mediante el cambio en los aminoacidos, Fenilalanina
17 por Tirosina y Treonina 21 por Glutamina se observara un bloqueo parcial del
canal hERG1 mientas que al modificar la toxina CnErgl cambiando Tirosina 17 por
Fenilalanina y Glutamina 21 por Treonina se observara un bloqueo total del canal
hERG1.

2.3 Justificacion

Los canales de potasio Ether-a-go-go-Related-Gene (ERG) son expresados en
distintas lineas celulares. Particularmente, en seres humanos se encuentra en
células cardiacas. El canal hERGL1 es participe en el proceso de repolarizacion
durante el potencial de accion cardiaco, mutaciones en este canal representan
patologias como el sindrome de QT largo, el cual se caracteriza por arritmias
cardiacas. Ademas, es blanco especifico de toxinas presentes en el veneno de
escorpiones, las cuales, al unirse con él, alteran el flujo de iones resultando en

insuficiencias cardiacas o arritmias.
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2.4 Objetivo general
Comprobar de forma experimental la interaccion de las variantes de las toxinas

CmErgl y CnErgl con el canal hERG1 mediante pruebas electrofisiolégicas.

2.5 Objetivos particulares
e Sintetizar las toxinas CmErgl (F17Y, T21Q) y CnErgl (Y17F, Q21T).

e Probar la accién de las toxinas en el canal hERG1 mediante pruebas

electrofisiolégicas.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1 Sintesis quimica en fase sélida empleando Fmoc-aminoacidos
La toxina CmErgl (F17Y, T21Q) consta de 4 puentes disulfuro y estd compuesta
por los siguientes 42 aminoacidos:

e Asp-Arg-Asp-Ser-Cys-Val-Asp-Lys-Ser-Arg-Cys-Ala-Lys-Tyr-Gly-Tyr-Tyr-
GIn-Glu-Cys-GIn-Asp-Cys-Cys-Lys-Lys-Tyr-Gly-His-Asn-Gly-Gly-Thr-Cys-
Met-Phe-Phe-Lys-Cys-Lys-Cys-Ala, con un peso molecular de 4844.53 Da.

La toxina CnErgl (Y17F, Q21T) esta compuesta por los siguientes 42 amino&cidos

e Asp-Arg-Asp-Ser-Cis-Val-Asp-Lys-Ser-Arg-Cys-Ala-Lys-Tyr-Gly-Tyr-Phe-
GIn-Glu-Cys-Thr-Asp-Cys-Cys-Lys-Asn-Ala-Gly-His-Asn-Gly-Gly-Thr-Cys-
Met-Phe-Phe-Lys-Cys-Lys-Cys-Ala; posee un peso molecular de 4695.34
Da.

La sintesis se llevo a cabo en un reactor previamente silanizado en una mezcla de
Sulfacil 10% en tolueno para evitar que la porosidad de las paredes de vidrio retenga
pequefias cantidades de resina. Se utiliz6 como fase sélida la resina NovaSyn TGR
HMP (NovaBiochem) la cual es ideal para la sintesis de péptidos largos; cuenta con
un valor de sustituciéon de 0.18 mmol. Esperando obtener 200 mg de péptido,
equivalente a 0.042 mmol (0.042 mmol = 1 equivalente) se pesaron 233 mg de

resina, los cuales fueron depositados en un reactor.
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3.1.1 Fmoc-aminoacidos

Los siguientes aminodacidos fueron utilizados en la sintesis de las toxinas CmErgly
CnErgl:

Nombre Peso molecular
N-Fmoc-N-alanine 311.3
Fmoc-L-Asn(Trt)-OH 569.7
Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 648.4
Fmoc-Asp-(OtBu)-OH 411.5
Fmoc-Cys-(Trt)-OH 585.7
Fmoc-Gly-OH 297.3
Fmoc-Glu(OtBu)-OH 425.5
Fmoc-GIn(Trt)-OH 610
Fmoc-His(Trt)-OH 619.7
Fmoc-Lys(Bec)-OH 468.6
Fmoc-L-Met-OH 371.5
Fmoc-Tyr(Tbu)-OH 459.6
Fmoc-Thr(Tbu)-OH 397.5
Fmoc-Phe-OH 387.4
Fmoc-Ser(Tbu)-OH 3834
Fmoc-Vval-OH 3394

Tabla 1. Composicion de los aminoacidos, el grupo Fmoc se encuentra en el extremo amino mientras que los
grupos de las cadenas laterales se encuentran entre paréntesis.

3.1.2 Formacién del anhidrido simétrico

Los 233 mg de resina que se encuentran en el reactor fueron solvatados durante 2
dias en N,N-Dimetilformamida (DMF) a temperatura ambiente.

Se llevé a cabo la formacion del anhidrido simétrico del primer residuo de
aminoacido (Fmoc-N-alanina), con un exceso de 10 veces respecto a la capacidad
de la resina. Para esto, se pesaron 131 mg del aminoéacido. Se disolvié en un minimo
volumen de diclorometano (DCM) y 2 gotas de DMF para completar la solubilizacion.

Se dej0 en agitacion por 5 minutos y se afiadieron 5 equivalentes de
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Diisopropilcarbodimida (DIPCDI) (33 uL) se continud la agitacion a 0° C durante 30
minutos, evitando la formacién de precipitado con ayuda de la adicion gotas de
DMF.

Se evapor6é el DCM, posteriormente se afiadi6 DMF al residuo sélido para
solubilizarlo y este se adicion0 a la resina previamente solvatada. Se agitd durante
un minuto y posteriormente se afiadieron al reactor 5.3 mg de 4-dimetilaminopiridina
(DMPA) disuelta en DMF. Posteriormente, el reactor se somete a agitacion por
inversion a temperatura ambiente durante 1 hora.

Se realizaron lavados con 1 minuto de duracién a la resina para eliminar el exceso
de reactivos: 10 lavados con DMF, 3 lavados con DCM y 3 con metanol. Finalmente,

se seco la resina durante 10 minutos en vacio.

3.1.3 Cuantificacion de la resina funcional

La cuantificacién de Fmoc-amino&cidos acoplados requirié de la toma de un par de
alicuotas de resina seca, las cuales fueron debidamente pesadas (1.5 mgy 2.4 mg).
A ambas se les afiadieron 3 mL de piperidina al 20% y se agitaron suavemente
durante 3 minutos.

Se prepar6 un blanco que contenia piperidina al 20% en DMF. La absorbancia fue
medida en un espectrofotometro Genesys 10S UV-Vis a una longitud de onda de
290 nm. Obteniendo asi lecturas de 0.405 nm para 1.5 mg de resina y 0.692 nm
para 2.4 mg.

La funcionalizacion en mmol/lg se calculdé empleando la formula
Fmoc acoplado: mmol/g = ug mol F-moc/ mg de resina, y la tabla de referencia,
proporcionada por el fabricante de la resina. EI promedio de ambos valores

aplicados a la formula, se obtuvieron 0.040 mmol/g de resina.
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Fmoc umol Absorbancia (A) Fmoc umol Absorbancia (A)
0.1 0.165 0.6 0.990
0.2 0.330 0.7 1.155
0.3 0.495 0.8 1.320
0.4 0.660 0.9 1.485
0.5 0.825 1.0 1.650

Tabla 2. Informacion proporcionada por el fabricante para conocer las unidades de absorbancia en la
cuantificacion.

3.1.4 Desproteccién

Llevar a cabo la desproteccion del grupo alfa-amino requiere la adicién de 2.1 ml de
la solucion piperidina al 20% en DMF al reactor donde se contiene la resina y
permanece en agitacion por inmersion por 3 minutos. Se filtro el reactivo excedente
por medio de vacio. Una vez seca la resina, se afiadieron 2.1 ml al reactor de la
misma solucién y permanecio en agitacion por 20 minutos. Al finalizar ambos ciclos
la resina fue lavada 10 veces en DMF durante 1 minuto, filtrando impurezas entre
cada lavado, con el fin de eliminar los grupos protectores y subproductos de

reaccion.

3.1.5 Acoplamiento

Para el acoplamiento se utilizaron los siguientes reactivos:
Fmoc-aminoacido:HBTU:HOBt:DIPEA en la proporcion 1:0.9:0.9:2.1 con un exceso
de 3 veces con respecto a la proporcién antes mencionada. En un vial se pesaron
los equivalentes de Fmoc-aminoécido, HBTU, HOBt y se disolvieron en 0.7 mL de
DMF. Posteriormente, se afiadio el equivalente de DIPEA al vial donde se agita
durante 1 minuto. Para homogeneizar la solucién se afiadié una minima cantidad
de DMF y se vertié al reactor. Finalmente se realiz6é un lavado del vial con 1 mL del
DMF. Para evitar la pérdida de reactivos, el excedente de DMF se afiadio al reactor.

Se agito por inversion a temperatura ambiente de 30 minutos a 2 horas.
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3.1.6 Validacién de la desproteccion y acoplamiento

Al terminar un ciclo de desproteccién o acoplamiento se llevé a cabo una prueba
colorimétrica para observar la eficacia con la que se completé el ciclo. Un resultado
positivo indica que el extremo N-terminal se encontraba sin grupo protector,
mientras que el resultado negativo demuestra la existencia de un grupo protector en

el extremo N-terminal.

3.1.6.1 Prueba TNBS
Esta prueba se necesitan 2 soluciones (se preparan 100 uL de cada una para evitar
la volatilizacion de los reactivos que la componen y asi evitar falsos negativos)

e 10 % de DIPEA en DMF

e 1% TNBS en DMF.
Se tomo alrededor de 0.5 mg de resina con la punta de una espatula y se deposita
en un tubo de ensayo donde se afiadié una gota de cada solucién. Después de 5
minutos de reaccion a temperatura ambiente se lavd el exceso de reactivos con
DMF para que sea posible observar al microscopio el resultado.
Una coloracion rojiza en la resina indica un resultado positivo mientras que la resina

incolora indica un resultado negativo.

3.1.6.2 Prueba Kaiser
Las soluciones que se requieren para esta prueba son las siguientes:

e Kaiser 1: 5 g de ninhidrina en 100 mL de etanol.

e Kaiser 2: 80 g de fenol en 20 mL de etanol.

e Kaiser 3: 2 mL de solucién acuosa 0.001 M de cianuro de potasio a 98 mL de

piridina.

Se tom6 alrededor de 0.5 mg con la punta de una espatula y se deposité en un tubo
de ensayo donde se afiadio una gota de cada solucion. La reaccion se llevo a cabo
a 120°C por 3 minutos. Una coloracion azul intenso indica un resultado positivo,

mientas que una coloracion amarilla indica un resultado negativo.
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3.2 Separacion del péptido de laresina

Terminada la sintesis se llevo a cabo la separacion del péptido de la resina. Previo
a este proceso se rompié el enlace del grupo protector Fmoc dejando libre el
extremo N-terminal y se sec0 al vacio en un concentrador Savant SpeedVac durante
2 horas para eliminar restos de solventes que se utilizaron (DMF, DCM o metanol)
durante la sintesis.

Se prepard 10 mL de “reactivo K” el cual es una solucién porcentual que consta de

los siguientes reactivos:

Reactivo Porcentaje en la solucién

TFA 83

DTT

H20

TIS

1
5
FENOL 5
1
5

Tioanizol

Tabla 3. Porcentajes del reactivo K

Cuando la mezcla homogenizé se vertié dentro del reactor donde se encontraba la
resina seca. Se dejo en agitacion a temperatura ambiente durante 2 horas.

El contenido del reactor se dejé caer por goteo en un matraz que contenia 100 mL
de metil-terbutil-éter, manteniendo la solucion a 0°C. Se dejé precipitar durante 45
minutos.

Se agitd el precipitado y centrifugd durante 15 minutos a 3,500 rpm a una
temperatura de 4°C. El sobrenadante fue decantado en un matraz etiquetado. La
pastilla se puso en el vortex por 30 segundos para repetir el proceso hasta que se
termind la solucion donde se encontraba el precipitado. El precipitado se lavé 3
veces con metil-terbutil-éter, repitiendo la centrifugacion. La pastilla fue disuelta en
acido acético al 20% evitando la formacion de burbujas. El péptido disuelto se
depositd en 2 viales previamente pesados los cuales fueron congelados en un bafio
de hielo seco con acetona (-70°C) para posteriormente ser liofilizados durante 24

horas.
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3.3 Plegamiento

Se prepararon 15 mL de solucion de plegamiento con los siguientes reactivos en las
concentraciones indicadas, disolviéndolos en un vial que contenia 13 mL de H20
tetradestrilada:

Reactivo Concentracion
Fosfato de sodio Dibasico Anhidrido 20 mM
Cloruro de sodio 0.1 M
L-Cistina 0.5 mM
L-Cisteina 5mM

Tabla 4. Concentraciones de la solucion plegamiento

Se tomaron 2.3 mg del péptido liofilizado y se disolvieron en 1 mL de H20
tetradestrilada para verterlo en la solucion de plegamiento. Con el mililitro restante
de H20 se lavo el vial del péptido disuelto, evitando asi la perdida de este. La
reaccion se llevo a cabo durante 1 hora y 45 minutos a temperatura ambiente.

3.4 Purificacion del péptido plegado

Se afiadieron 7 pL de HCI 6 M por cada mililitro de la solucién gque contenia el
péptido plegado para detener la reaccion de plegamiento. Se purificé en el HPLC
usando una columna analitica C4 (marca Vydac) de 4.6 x 250mm con un tamafio
de particula de 0.5 micrémetros utilizando un gradiente de 0 a 60% de la solucion B
en 60 minutos.

Solucién A: H20 + 0.12% de TFA

Solucién B: acetonitrilo + 0.1% de TFA

3.5 Cultivos celulares

Se utilizaron células de Ovario de Hamster Chino (CHO) previamente transfectadas
con el gen pcDNA3.1-hERG1, las cuales expresan de manera estable el canal
hERGL1. La manipulacion de las células se realiz6 en condiciones de esterilidad

utilizando una campana de flujo laminar horizontal.
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3.5.1 Preparacién de medio DMEM
3.5.1.1 Medio DMEM sin suplemento

Para la preparacion de 1L se utilizo medio en polvo Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (marca Gibco) al cual por indicaciones del fabricante se le afiadieron 3.7 g
de bicarbonato de sodio. Se ajusté el pH a 7 y se esterilizé haciéndolo pasar por un
filtro de membrana de 0.22 um. La conservacion del medio se realiza a 4 °C.

3.5.1.2 Medio DMEM suplementado
Se preparé una solucion porcentual con 89% de medio sin suplemento previamente
preparado, con 10% de SFB y 1 % de Geneticina (G418).

3.5.2 Preparacién de PBS

Se prepararon 500 ml de la solucién de Buffer fosfato salino a un pH 7.4

Reactivo Concentracion
Cloruro de sodio 137 mM
Coluro de potasio 2.7 mM
Fosfato de sodio monobésico 10 mM
Fosfato de sodio dibasico 1.8 mM

Tabla 5. Concentraciones de la solucién de Buffer fosfato salino

3.5.3 Descongelacion de células

Las lineas celulares requieren temperaturas bajas por lo que su conservacion se
lleva a cabo en tanques de acero inoxidable donde se introduce nitrogeno liquido.
La organizacion dentro de los tanques consiste en contenedores de 1.5 mL llamados
crioviales, los cuales son capaces de soportar bajas temperaturas y garantizan la

seguridad de las células que contengan. Del tanque de nitrégeno se tomo el criovial
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que contiene las células CHO-hERGL1. Posteriormente la parte inferior del criovial
fue sumergida en agua a 37 °C durante 2 minutos. Las células del criovial se
transfirieron en un tubo Falcon con 5 mL de medio DMEM sin suplementar y
centrifugaron durante 3 minutos a 500 rpm. El sobrenadante obtenido fue
descartado mientras que el pellet celular se resuspendié con 1 mL de medio DMEM
suplementado. En una caja Petri de 100 mm x 20 mm se adicionaron 15 mL de
medio DMEM suplementado, al igual que el pellet celular resuspendido para

posteriormente incubar a 37 °C con un 5% de COa.

3.5.4 Pases celulares

Se observaron las células al microscopio para evaluar su confluencia y viabilidad.
Se retiré el medio en el que se encontraban por medio de vacio, y posteriormente
se le afiadieron 4 mL de PBS para realizar un lavado de las células durante un
minuto. El PBS fue desechado. Para despegar las células que se encontraban
adheridas a las cajas se les adicionaron 500 uL de Tryple/tripsina e incubaron a 37
°C con un 5% de CO2 durante 4 minutos. Posteriormente se etiqueto una caja nueva
con los siguientes datos: dilucion/fecha/células CHO-hHERG1. Se agreg6 1mL de
medio DMEM y se tomé la cantidad necesaria para dilucién del pase siguiente (la
dilucion se determind por la cantidad de células que se observaron en el microscopio
con la finalidad de reducir la confluencia). A la caja etiquetada se le afiadieron 4 mL

de medio DMEM y la cantidad de células para la dilucion.

3.5.5 Congelacion de células

Las células se crecieron en cajas Petri de 100 mm x 20 mm para tener un mayor
contenido celular. Cada una de las cajas se lavaron con 5 mL de PBS.
Posteriormente, se les afiadieron 500 uL de Tryple/tripsina e incubaron a 37 °C con
un 5% de COg; esto para despegar las células que se encuentran adheridas a la
caja. Después de 4 minutos se observé la cantidad de células que se encontraban
despegadas en el microscopio. El contenido celular despegado se deposité en un

tubo Falcon el cual se centrifugd a 500 rpm durante 3 minutos. Se descarto el
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sobrenadante con una pipeta Pasteur, mientras que el pellet celular fue
resuspendido en medio de congelamiento (SFB con un 10% de DMSO); esta mezcla
se introdujo en crioviales etiqguetados con los siguientes datos: Células CHO
hERG1/ # de pase/ fecha de congelacion. La temperatura de los crioviales
descendi6 gradualmente (1 °C/ min) hasta llegar a los -80 °C para posteriormente

ser introducidos en nitrégeno liquido.

3.6 Pruebas electrofisioldgicas
La accion de las toxinas sintetizadas y purificadas fue corroborada con la técnica de
fijacion en parche de membrana (patch-clamp), la cual es una versétil herramienta

electrofisiolégica para entender el comportamiento de canalés idnicos.

3.6.1 Soluciones fisiologicas
Se prepararon 500 mL de la solucidn fisiologica extracelular alta en potasio y se le
ajusto el pH a 7.29

Reactivo Concentracion mM
NaCl 95

KCI 40

CaClz 2

MgClz 2

Hepes 10

Glucosa 5

Tabla 6. Solucién extracelular alta en potasio
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Se prepararon 500 mL de la solucion fisiolégica extracelular de sello a un pH de
7.29

Reactivo Concentracion mM
NaCl 130

KCI 5

CaClz 2

MgCl2 2

Hepes 10

Glucosa 5

Tabla 7. Concentraciones de la solucion fisiolégica extracelular de sello

Se prepararon 50 mL de la solucion fisiolégica intracelular K-aspartato

Reactivo Concentracion mM
NaCl 10

MgCl2 2

Hepes 10

K-aspartato 130

EGTA 10

Mg-ATP 1

Tabla 8. Concentraciones en la solucion fisiolégica intracelular K-aspartato

3.6.2 Preparaciones del equipo

Las soluciones se distribuyeron por medio de una bomba (marca razel) que permite
un flujo constante de eleccion, en el caso especifico de las pruebas se fijo a 1 pL/s.
La bomba es conectada a 7 lineas de perfusién en las que se cargo la toxina a
distintas concentraciones, 3 nM, 10 nM, 30 nM, 100 nMy 1 uMy las dos soluciones
fisiologicas (Extracelular de sello y Extracelular alta en potasio). Las micropipetas
se fabricaron a partir de capilares de borosilicato con un diametro externo de 1.2
mm e interno de 0.94 mm, utilizando un puller modelo P-30 de Sutter Instrument
CO. Una vez llenada con la solucion intracelular K-aspartato se fijo sobre el cabezal
del electrodo.
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3.6.3 Patch Clamp de célula unitaria
Con un dia de anticipacion las células CHO-hErgl se transfirieron a cajas de 35
mm, evitando la formacion de conglomerados mediante pipeteo para propiciar la
presencia de células individuales. Se depositaron en el soporte del microscopio,
donde se elige la célula a medir y con una pipeta llena de solucién fisiolégica
intracelular K-aspartato, se hizo la aproximacion a la célula para realizar un sello de
alta resistencia entre un parche de membrana y el vidrio de la pipeta aplicando
presion negativa. Una vez alcanzado el sello se rompid el parche de membrana
aumentando la presién negativa aplicada para finalmente entrar en comunicacion
con la célula completa mientras se suministraba solucion fisiologica extracelular de
sello como se muestra en la figura 3 (Bell & Dallas, 2018).
Una vez lograda la conformacion de célula completa, se comenzara el protocolo de
pulsos de estimulacion (Figura 4), dejando los primeros 10 como control para
verificar el paso de corriente a través de los canales. Al estabilizase la corriente se
procedio a cambiar la linea del perfusor y se expuso la célula a una contentracion
3nM de la toxina; este proceso se repitid con las concentraciones 10 nM, 30 nM,
100 nM, 1 uL y 3 uL, finalmente se realiz6 el lavado con solucién fisiolégica
extracelular alta en potasio.
Los datos de las mediciones de cada célula se analizaron con los programas
Clampfitl0 y OriginPro8. Los valores de corriente obtenidos a diferentes
concentraciones de toxina se ajustaron con una ecuacion logistica de tipo:

Y= A2+(A1-A2)/(1+(X/X0)P)
Donde Al es la asintota maxima (fijada a 1), A2 la asintota minima, X0 el punto

medio de la curva (IC50) y p es la pendiente.
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Figura 5. Protocolo de pulsos de estimulacion utilizados en el patch clamp. A Se comenzé con -80mV (potencial
de reposo), posteriormente se depolarizé la membrana a 60 mV, se llevé a -120 mV para repolarizar la
membrana celular, finalmente regresé a -80 mV; este pulso se repitio cada 6 segundos. B Corriente de potasio
hERG1 obtenida mediante la estimulacioén descrita en el panel A
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Capitulo 4. Resultados

4.1 Sintesis quimica de péptidos en fase sélida y purificacion
CmErgl (F17Y, T210Q)

Terminada la sintesis, se hizo la ruptura del enlace resina-péptido y, el péptido se

liofilizo para llevar a cabo la purificacidbn por cromatografia en fase reversa. El
cromatograma del péptido crudo (figura 5), indica la presencia de dos picos
mayoritarios, para los cuales, por espectrometria de masas se determiné el peso
molecular correspondiente a cada uno. En el pico representado con un circulo se
encuentra un péptido con un peso de 4861.04 Da., mientras que en el pico
representado con una estrella se encuentra un componente con un peso de 4845.44
Da, lo que sugiere que en el pico de la estrella se encuentra el péptido sintético
CmErgl (F17Y, T21Q), el cual, de manera tedrica, presenta un peso molecular de
4844.53 Da.

Los dos picos mayoritarios representados en los cromatogramas poseen una
diferencia de 16 Da. Se infiere que puede deberse a la oxidacion de la metionina
presente en el residuo 35 de la secuencia. Se determiné el peso molecular de la
Fmoc-Met-OH utilizada en la sintesis mediante espectrometria de masas y se
obtuvo como resultado dos pesos, 372.08 Da. y 388.35 Da. Siendo la diferencia 16
Da, por lo que se confirm6 que la diferencia de los pesos moleculares de los

péptidos se debe a la oxidacién de este aminoacido.
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Figura 6. Cromatografia en fase reversa del péptido sintético CmErg1l, se disolvié 1 mg de péptido crudo en 1
mL de solucién A. Se corrié en un sistema de 0 a 60% de la soluciéon B en 60 minutos a un A=230 nm.

Después del plegamiento del péptido crudo se realiz6 la cromatografia en fase
reversa con 2.3 mg de péptido, obteniendo asi el cromatograma del péptido plegado
(figura 6). En este se identifica la presencia de dos picos mayoritarios, ademas de
una separacion entre ellos. El peso molecular de cada uno se determiné mediante
espectrometria de masas. El pico marcado con un circulo representa a un péptido
con un peso de 4853.48 Da, mientras que el pico marcado con una estrella
representa a un péptido con un peso de 4837.18 Da. Esto indica que el péptido

sintético CmERGL1 (F17Y, T21Q) esperado se encuentra en el pico de la estrella.
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Figura 7. Cromatografia en fase reversa del plegamiento del péptido sintético CmErgl. Se inyectaron 2 mL de

solucién de solucion de plegamiento. Corridos en un sistema de 0 a 60% de la solucién B en 60 minutos a un
A=230 nm.

El péptido de interés se repurificd, evitando asi la contaminacion de la toxina con el
péptido que se sugiere, tiene la metionina oxidada. Al realizar la cuantificacion del
péptido repurificado (figura 7) se obtuvieron 181.9 g, de los cuales, se tomaron

30ug para preparar 3 alicuotas de 10 pg cada una, las cuales se usaron para realizar
las pruebas electrofisiolégicas.
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Figura 8. Repurificacion del pico de interés del péptido sintético CmErgl. Se corrié en un sistema de 0 a 60% de la
solucion B en 60 minutos a un A=230 nm.

CnErgl (Y17F, Q21T)

Posterior a la ruptura del enlace entre el péptido y la resina, se liofilizé el péptido
crudo para llevar a cabo la cromatografia en fase reversa. En el cromatograma
(figura 8), se observa la presencia de dos picos mayoritarios, para los cuales por
espectrometria de masas se determind el peso molecular de cada uno. El pico
representado con un circulo posee un peso de 4711.90 Da, mientras que el
representado con una estrella pesa 4695.74 Da. Esto sugiere en segundo pico se
encuentra el péptido sintético CnErgl el cual de manera tedrica tiene un peso
molecular de 4695.3 Da.
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Figura 9. Cromatografia en fase reversa del péptido sintético CnErgl. Se disolvié 1.3 mg de péptido crudo en 1
mL de solucién A. Se corrié en un sistema de 0 a 60% de la solucién B en 60 minutos a un A=230 nm.

CnERG1 (Y17F, Q21T)
Se plegaron 3.1 mg de péptido crudo y purificaron mediante cromatografia en fase

reversa. En el cromatograma del péptido plegado (Figura 9) se indica la presencia
de dos picos mayoritarios. Se determiné el peso molecular de cada uno mediante
espectrometria de masas. El pico representado con un circulo obtuvo un peso de
4704.18 Da, mientras que el pico identificado con una estrella tuvo un peso de
4688.23 Da. Esto indica que el péptido sintético esperado CnERGL1 (Y17F, Q21T)

se encuentra en el pico de la estrella.
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Figura 10. Cromatografia en fase reversa del plegamiento del péptido sintético ChERG1, se inyectaron 4 mL de

solucién de solucién de plegamiento. Se corrié en un sistema de 0 a 60% de la soluciéon B en 60 minutos a un
A=230 nm.

Tras la colecta de los picos de interés se realiz6 la repurificacién, asegurando la
pureza de la toxina. Se cuantificd el péptido repurificado; se obtuvieron 125.50 ug

de los que tomaron 3 alicuotas de 10 ug para las pruebas electrofisiolégicas.
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Figura 11. Repurificacion del pico de interés del péptido sintético CnErgl. Se corrié en un sistema de 0 a 60% de la
solucion B en 60 minutos a un A=230 nm.

4.3 Electrofisiologia

El registro de las corrientes se hizo utilizando el protocolo de estimulacion descrito
previamente (figura 4): se empezd en solucidn fisioldgica en los primeros 10 pulsos
o hasta que la corriente se estabilice y después se afadieron concentraciones
crecientes de la toxina sintética, desde 3 nM hasta 3 uM (figura 9 y 10). Por cada
célula, las corrientes fueron normalizadas a la corriente maxima (registrada en
condiciones de control) y los valore obtenidos de 5 células fueron promediados y
graficados contra el logaritmo en base diez de las concentraciones utilizadas. Los
datos fueron ajustados con una ecuacién logistica, donde la asintota maxima fue
fijada a 1, (figura 12).

CnErgl (Y17F, Q21T)

La reduccion de la corriente a través del canal respecto al aumento de concentracion
de la toxina se muestra en la figura 11. Al encontrarse en presencia de 1 pM se
obtuvo una corriente residual del 4%, lo que sugiere un bloqueo casi completo del

canal hERGL1.
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Figura 12. Representacion de la reduccion de corriente a  Figura 13. Curva dosis-respuesta de la toxina sintética CnErg1 en las

través del canal hERG1 en presencia de distintas
concentraciones de la toxina sintética CnErg1l.

CmErgl (F17Y, T21Q)

corrientes hERG1.

Se midieron 4 células que contaban con diversos tamafos. Se observa (figura 13)

la reduccion de la corriente a través del canal respecto al aumento de concentracion

de la toxina. Al encontrarse en presencia de 1 UM se obtuvo una corriente residual

de 9%, lo que sugiere el flujo de iones a través del canal equivalente al de la

subfamilia de las Erg toxinas.
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Figura 14. Representacion de la reduccion de
corriente a través del canal hERG1 a distintas
concentraciones de la toxina sintética CmErg1l.
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Figura 15. Curva dosis-respuesta de las células CHO-
hERGL1 en presencia de concentraciones de la toxina
sintética CmErgl
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CAPITULO 5. DISCUSION

Gran parte del conocimiento de la estructura y funcién de los canales idnicos se ha
descrito mediante el uso de toxinas (Zhao et al., 2019) por lo que el interés de la
accion de la toxina CmErgl sobre el canal hERG1 radica en su comportamiento
inusual. La CmErgl evita el paso de iones a través de los canales hERGL1 (Beltran-
Vidal et al., 2021), de manera distinta a las demas integrantes de las Erg toxinas
donde se observa un fujo remanente de aproximadamente el 10 % (Hill et al., 2007).
A raiz de esto se propuso un modelo computacional el cual se sugiere cambiar los
aminodcidos tirosina 17 por fenilalanina y glutamina 21 por treonina en la toxina
CnErgl lo que resultaria en un mejor bloqueo del canal. Del mismo modo, al cambiar
fenilalanina 17 por tirosina y treonina 21 por glutamina en la toxina CmErgl
resultaria en una afectacion en su capacidad de bloqueo (Beltran-Vidal et al., 2021).
Al realizar la sintesis en fase solida de los péptidos con las modificaciones
propuestas en el modelo computacional y probar la accion de las toxinas sintéticas
en células CHO-hERG1, las cuales expresan de manera estable el canal hERG1,
se observo que la accion de CmE1 (F17Y, T21Q) aumenta corriente residual a un 9
% mientras que CnErgl (Y17F, Q21T) disminuye a un 4%. Estos resultados indican
que la prediccion del modelo computacional propuesto por Beltran-Vidal vy
colaboradores se cumple parcialmente. La toxina CmE1 (F17Y, T21Q) en contacto
con el hERG1 deja una corriente residual del 9 % (figura 14, representada en la
seccion de resultados) el cual es un valor cercano a lo que se observa en la CnErgl
nativa (Hill et al., 2007). En presencia de la toxina CnErgl (Y17F, Q21T) se observa
una reduccion en la corriente residual que llega a un valor del 4 % mientras que en
la CnErgl nativa es aproximadamente 10%. Esto indica que los cambios propuestos
tienen influencia en la interaccion de la toxina con el canal; a pesar de no observar
un bloqueo total del flujo de iones sugiere que la influencia de las 2 posiciones

distintas tiene un papel en el ambiente de la interaccidén de la toxina con el canal.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES

Se cumple el modelo computacional propuesto ya que al llevar a cabo la
modificacion de los aminoacidos Y17F, Q21T en la toxina CnErg1 reduce el flujo de
iones a través del canal hERG1 mientras que al modificar los amino&cidos F17Y,
T21Q en la toxina CmErgl hay un aumento del flujo de iones a través del canal
hERG1.

PERPECTIVAS

e Llevar a cabo la sintesis en fase sélida de las toxinas parentales CnErgl y
CmErgl y realizar las lecturas electrofisiolégicas con cada una para igualar
las condiciones experimentales y poder realizar una comparacidon mas
objetiva.

e Valorar otras caracteristicas de bloqueo tipicas de las CnErgl nativa en las
toxinas sintéticas como la diferencia de afinidad de la toxina con relacion a la
concentracion de potasio extracelular y la cinética de cierre del canal hERG1

en presencia de toxina.
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