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RESUMEN

Los caracoles marinos del género Conus son depredadores de los arrecifes coralinos. Los
miembros del género usan su veneno principalmente para alimentarse de peces, ofros moluscos o
gusanos marinos. El veneno actua rapidamente pues contiene Conotoxinas, que son péptidos cuyos
blancos son los canales idnicos y receptores del sistema nervioso, a los cuales se enlazan con gran
afinidad y alta especificidad, pues son mas pequefios que otras neurotoxinas, pero de estructura .
rigida y estable gracias a la formacion de puentes de disulfuro debido a la alta proporcion de
residuos de Cisteina que contienen. Segin sus efectos, se clasifican en familias farmacolégicas,
enfre otras las a-conotoxinas, las w-conofoxinas, las p-conotoxinas, y las conantokinas, que son
antagonistas de canales idnicos y receptores. Los venenos de Conus contienen también analogos a
neuropéptidos endoégenos, que han resultado ser agonistas; como las Conopresinas y las
Contulakinas. En este trabajo se reportan los resultados del estudio del veneno fotal de la especie
caribefia C. spurius. De ellos, el de mayor relevancia lo constituye el descubrimiento y
caracterizacion de una nueva familia de analogos a neuropépfidos enddgenos en venenos de
Conus. Hemos aislado de esta especie tres péptidos que pertenecen a la familia de los pépfidos
relacionados al FMRF-NH2 (FaRPs), por lo que hemos denominado a esta nueva familia de
conopéptidos como CONORFAMIDAS: Esta especie contiene ademas en su veneno, al péptido e-
SrIXA, que pertenece a la familia de las s-conctoxinas, que inhiben la liberacion de acetiicolina en la

sinapsis colinérgica de Aplysia.



ABSTRACT

The venomous sea snails of the genus Conus are dominant predators of almost all coral
reefs. Conus snails use their venom mainly upon prey such as fish, other mollusks, or worms. The
toxins present in their venoms act quickly and specifically upon the victim because they contain a
great variety of soluble peptides known as conotoxins, which target ion channels or receptors in the
central nervous system with high specificity and great affinity. The high efficiency of conotoxins is due
to their smaller than other toxins from venomous animals; yet they are rigid and constrained peptides
because they contain a high proportion of cysteine residues, that form intramolecular disulfide
bridges. Conotoxins are classified according to their pharmacological activity into different families
like ci-conotoxins, w-conotoxins, p-conotoxing and conantoking, which inhibit different classes of
receptors or ion channels. Conus venom also contain analogs of endogenous peptides which act as
agonist, such as conopresins and contulakins. Here we report here the study of venom from the
Caribbean snail Conus spurius. As one of the remarkable results, we report the discovery of a new
family of peptides analogous to endogenous neurapeptides related to the FMRF-NH family (FaRPs).
We have coined the term Conorfamides to name the three member isolated and chemically and
biologically characterized from the venom of C. spurius. Also, we describe the characterization of the
peptide, e-SrIXA, which is a member of the e-conotoxin family which reduces the release of

neurotransmitter in the cholinergic synapse of Aplysia.
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ANTECEDENTES

Es usual que ciertos grupos taxondmicos sinteticen una serie de metabolitos secundarios
con el objeto de interactuar con ofros organismos de su ambiente, bien sea para defenderse de los
depredadores de su entorno, y/o para atacarlos y alimentarse de ellos (Marcano y Hasegawa, 1991).
El estudio sistematico de estos compuestos quimicos, conocido como la quimica de productos
naturales, ha permitido el descubrimiento de una gran cantidad de sustancias gue luego han sido
desarrolladas como farmacos.

Asi por ejemplo, las plantas, que al ser estaticas no pueden huir de sus depredadores,
preparan como método de defensa directa contra ellos alcaloides tales como la morfina (Papaver
somnipherum) (1) y la reserpina (especies de Rauwoiphia) (2), con accion sobre el sisterna nervioso
central, v 1a tubocurarina (Chododendron tomentosum) (3) y atropina (Atropa beffadonna) (4) con
accion en canales ionicos. Los microorganismos han permitido el descubrimiento y desarrollo de los
antibicticos (Trease y Evans 1978), siendo ejemplo de ellos la penicilina G (especies de Penicilium)
(5) y la tetraciclina (especies de Strepfomyces) (6).
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Los animales fienen diferentes medios de defensa contra sus depredadores, incluyendo la
preparacion de sustancias quimicas de defensa, como ciertas especies de ranas que producen
venenos destinados exclusivamente para fines defensivos, como la bufotenina (7) y la batracotoxina
(8), este Gitimo alcaloide es uno de las sustancias mas toxicas que se conocen y su actividad esta
relacionada con canales iénicos (Russell, 1995).
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Los animales venenosos pueden utilizar sus venenos indistintamente como mecanismos de
defensa 0 como medio para capturar presas. Asi, los escorpiones, serpientes, aranas y algunos
invertebrados marinos, preparan venenos que, al ser aplicados a sus victimas, les permiten servirse
de ellas para alimentarse. Las relaciones entre animales ponzofiosos y sus victimas son sumamente
violentas ya que los venenos producidos por estos animales contienen péptidos cuyos blancos de

accion son los receptores de los sistemas nervioso y neuromuscular (Olivera y Col., 1990b).

Se ha reconocido que la potencia de muchas de estas toxinas se relaciona con su alta

especificidad para interferir en los procesos celulares, por lo que han sido usadas como



herramientas para probar rutas y mecanismos bioquimicos (Adams y Olivera, 1994), y como materia

prima para el desarrollo de nuevos farmacos (Miljanich, 1997).

Los compuestos neurotdxicos presentes en fos venenos de serpientes, arafias, escorpiones
g invertebrados marinos son polipéptidos pequefios (de 10 a 100 aminoacidos) y muy compactos,
que comparten la caracteristica de contener una alta proporcion del aminodcido cisteina (Cys, C), lo
cual les permite tener miltiples patrones de uniones internas debidas a la formacion de puentes de

disulfuro, siendo ast muy estables conformacionaimente.

Estas caracteristicas son las responsables de la efectividad y rapidez de accion de los
péptidos que componen a estos venenos; y permitirian igualmente definios como excelentes
farmacos. Sin embargo, hasta hace muy poco tiempo no se habia pensado que los componentes de
los venenos animales podrian ser utilizados como tales, debido a su poca biodisponibilidad, la
enorme dificutad de sus sintesis y la poca estabilidad de los péptidos en general debido a la
facilidad con la que son degradados por proteasas. Los estudios recientes en toxinas peptidicas
provenientes de caracoles marinos del género Conus estan cambiando esta vision, ya que éstas,
ademas de ser altamente bioactivas, no son sefialadores endogenos, por lo que no son destruidos
por accién enzimatica en los organismos invadidos, por el contrario, son disefiados por sus
creadores para eludirla, al tener muchos de sus residuos carboxile-terminal amidados, y una aita

proporcion de Cys, lo que les permite tener una conformacion sumamente rigida y estable.

CONOS

Entre los animales venenosos productores de neurotoxinas naturales es necesario sefialar
especialmente a los caracoles del Género Conus, o caracoles CONOS, que son moluscos de la
Clase Gastropoda, Orden Caenogastropoda, Sub orden Neogastropoda, Superfamilia Conacea
(Conoidea, Toxoglossa), y Familia Conidae (Kohn, 1990; Abott y Dance, 1990).

Este género es el Gnico de la familia Conidae, la cual, junto con las famiias Turridae y
Terebridae, forman la Superfamilia Conacea, caracterizada por estar formada por caracoles marinos

carnivoros venenosos, que poseen un mecanismo sofisticado para la aplicacion del veneno a sus

T




Figura 1. A} Esquema que muestra el aparato de envenenamiento utilizado por especies de Conus. 1
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Col., 1994}, que actua como agonista a receptores de vasopresina/oxitocina; y analogos de
neurotensinas, como la Contulakina-G (2) (Craig y Col., 1999a). Se especula que en algunos ¢asos,
la presencia de estos homélogos a neuropéptidos endogenos en el veneno de Conus ocupa un rol
importante para facilitar el proceso de envenenamiento (Olivera y Col., 1985a). Los granulos
insolubles constituyen los precursores de los pépfidos solubles; y los venenos contienen ademas
enzimas, como la Conodipina-M de C. magus (Mcintosh y Col., 1995a), que es una fosfolipasa
formada por dos cadenas polipeptidicas unidas por uno o mas enlaces disulfuro. De la especie C.
imperialis fue aislada también serotonina (9) (Mcintosh y Col., 1993).

CFIRNCPKG* ZSEEGGSNAT*KKPYIL
Lys-Conopresina-G Contulakina-G

H

| 9

N
/@Q\ Serotonina
HO CHoCHaNHs

*  Amidacion del carboxilo terminal
T& Treonina glucosilada

CONOTOXINAS

Durante los ultimos 25 afos varios grupos han procedido al aislamiento y estudio sistematico
de las neurotoxinas solubles presentes en venenos de Conus, principalmente el grupo de Baldomero
Olivera de 1a Universidad de Utah. Dado que la funcién del veneno de los caracoles del Género
Conus es la de inmovilizar y matar a sus presas, el blanco de accién principal de [as conofoxinas
recae en los canales ionicos de membranas que transmiten las sefales quimicas y eléctricas, y/o en
los receptores que los modulan. Las conotoxinas se caracterizan por mostrar gran afinidad y alta
especificidad en su unidn a receptores o canales ionicos. Estas caracteristicas, unidas a su pequeiio

tamario, facilidad de sintesis y estabilidad conformacional, las convierte en compuestos que sirven



como excelentes pruebas de recepiores y canales idnicos y como fuente para el disefic de farmacos
(Olivera, 1997).

Las Conotoxinas son mucho mas pequefias (de 10 a 30 aminoacidos), que las toxinas
peptidicas similares preparadas por otros animales venenosos (Olivera y Col., 1990), pero contienen
igualmente una alta proporcion de Cys en sus estructuras, lo que les permite estabilidad
conformacional mediante el establecimiento de multiples enlaces de disulfuro intramoleculares a
medida que el péptido se pliega. Son estructuras de conformacion rigida, estable, y de variadas
formas, segin como se establezcan los enlaces de disulfuro. Otros pépfidos de Conus contienen, en
lugar de Cys, un gran namero de residuos y-carboxilados de acido glutamico (Gla, y), los cuales son

igualmente responsables de su estabilidad conformacional (Lin y Col., 1997).

Las conotoxinas han sido clasificadas en familias farmacolégicas segun el mecanismo de su
accion biologica. Cada una de estas familias puede ser asociada a un esqueleto estructural de
residuos de Cys, que a su vez se subdividen por su accion sobre canales ionicos y receptores. Las
conotoxinas han sido agrupadas en clases estructurales las cuales estan definidas por el ndmero, la
posicion y la conectividad de los residuos de cisteinas que contienen {Balaji y Col., 2000). (Tabla ).

Las diferentes clases estructurales incluyen milltiples familias farmacologicas de
conotoxinas; que permite agruparlas segln su mecanismo de accion biologica (Craig y Col., 1999b;
Olivera y Cruz, 2000). Con base en éste, hay tres categorias basicas y bien estudiadas que actian
de manera sinérgica para impedir la fransmision del impulso nervioso en la unién neuromuscular del
organismo envenenado, lo cual puede ser de gran ventaja si lo que el molusco pretende es
inmovilizar a su presa, que es mucho mas veloz que €l y puede moverse rapidamente en tres
direcciones. Asi, se denominaron c-conotoxinas a los péptidos que actuan sobre los receptores
nicotinicos de acetilcolina, n-conotoxinas a los que actlan sobre canales de sodio regulados por
voltaje, y w-conotoxinas a los que actlian sobre canales de calcio regulados por voltaje. (Figura 4,
Tabiall).



Tabla I: Clasificacion estructural de conotoxinas

Superfamilia #C Secuenciade C Ejemplos
Conantokinas 0 GEYYLQYNQYLIRYKSH*
Conantokina-G
Contulakinas ZSEEGGSNAT KKPYIL

Contulakina-G

Contrifanos 2 C--C GCOWEDPW C*
S Contrifano-R (C. radiatus)
Conopresinas c-C CFIRNCPKG*
] Lys-Conopresina-G
A A (,:_C '_“,c“ --C ECCNPACGRHYSC*
o-Gl
T CCYDGW CCT ARO
CC---CC = )
i 2-TxIX (C. textile)
L VCCGYRLCHOC
CcC--C---C A-MIVIA
l_*__._+_l
A 6 CC--6--C-C-C GCCGSYONAACHPCSCKDRPSYCGQ*
b ! aA-PIVA (C. purpurascens)
M RDCCTOOKKCKDRQCKOQRCCA*
cC---¢--C--—CC
i p-GIlA
(o] CKSOGTOCSRGMRDCCTSCLLYSNKCRRY*
C---C---€C---C---C o-GVIA
P 8 C-C-C-C-C-C-C-C GCNNSCQYHSDCYSHCICTFRGCGAVN*

Peptido espasmadico (C. texiile)

DCOTSCOTTCANGK SCK*GYOCVNK*ACSGCTHHE

C-C-C-CC-C-C-C DeVA (C. defessertii)'
R 10  ¢-C-C-C-C-C-C-C-C-C GCTRTCGGOKCTGTCTCTNSSKCGCRYNVHPSGBGC
GCACS*
c-GVIIA

*: Amidacion del carboxilo terminal; Z: Acido piroglutamico; T!: Treonina-O-glucosilada: O: Hidroxi-prolina;
W: D-friptofano; W*: Br-triptofano, x*: Hidroxi-lising, y: acido gamacarboxiglutamico. (Los ejemplos que se
muestran son péptidos aislados de la especie C. geographus a menos que expresamente se senale io
contrario; 1: Lopez Vera, J. E. y Col., resultados no publicados).
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Tabla lI: Clasificacién farmacologia de Conotoxinas y conopéptidos.

Familia Blanco Medo de accién Esqueletode C

Péptidos con accién en canales idnicos activados por voltaje

u-conotoxinas  Canales de Na Bloquea el canal, sitio | CC-C-C-CC

uO-conotoxinas Canales de Na Bloguea la conductancia, en C-C-CC-C-C
un sitio diferente a

3-conotoxinas  Canales de Na Refrasa la inactivacion, C-C-CC-C-C

enlaza al sitio 1V

k-conotoxinas  Canales de K Bloquea el canal C-C-CC-C-C
kA-conotoxinas  Canales de K Inhibe la conductancia cc-C-C-C-C
w-conotoxinas ~ Canales de Ca Bloguea el canal C-C-CC-C-C

Péptidos con accién en canales idnicos activados por ligando

Conantokinas  Receptor de NMDA Antagonista Competfitivo SinC

o-conotoxinas  Receptor nicotinico Antagonista Competitivo cC-C-C

oA-conotoxinas  Receptor nicotinico Antagonista Competitivo CC-C-C-C-C

y-conotoxinas  Receptor nicotinico Antagonista No Competifivo CC-C-C-CC

o-conofoxinas  Receptor de 5HT3 Antagonista Competitivo C-C-C-C-C-C-C-
C-C-C

Péptidos con accién en receptores ligados a proteinas G

Conopresinas ~ Receptor de vasopresina  Agonista C-C
Contulakinas Receptor de neurctensina Agonista SinC
Otros Conopéptidos

g-conofoxinas ¢ Canales de Calcio? Reduce liberacion de ACh  CC-CC




Los primeros estudios de los venenos de Conus se realizaron en especies piscivoras, por lo
que los efectos biologicos de ios péptidos aislados se estudiaron en modelos de receptores y
canales para vertebrados; no se conocia su mecanismo especifico de accion en sus ofros géneros
de presa, como moluscos o gusanos marinos. Recientemente se ha ampliado el espectro de
especies de Conus estudiadas, ademas de las especies piscivoras, se han estudiado especies
molusquicivoras y vermivoras, y se ha determinado la accién de los péptidos aislados en otros
modelos de receptores o ligandos, por ejemplo en modelos de invertebrados (Spira y Col., 1993; Kits
y Col., 1996; Fainzilber y Col., 1991 y 1998; Mclntosh y Col., 1995b), lo cual ha permitido enconfrar
nuevos tipos o familias de conotoxinas con acciones bioldgicas diferentes.

BIOSINTESIS DE CONOTOXINAS

Las conotoxinas son traducidas genéticamente como precursores o propéptidos de mayor
tamario los cuales son postrasduccionalmente procesados para dar lugar a las toxinas “maduras”
{(Woodward y Col., 1990).

La mayoria de los venenos animales estan formados por polipéptidos que contienen
residuos de Cys responsables de uniones disulfuro intramoleculares, que estan uniformemente
distribuidos a todo lo largo de la secuencia del péptido. Lo mismo ocurre en ciertos ligandos de
origen no venenoso. Uno de los ejemplos mejor estudiados es el inhibidor de tripsina pancreatico
bovino (BPTI), que es un polipéptido de 58 aminoéacidos, con seis residuos de Cys que forman tres
enlaces intramoleculares (Olivera y Col, 1990). Este polipéptido puede ser desnaturalizado in vitro,
pero después de ello la molécula es capaz de regresar a la estructura rigida inicial y de enlazarse
fuertemente a su enzima blanco e inhibir su funcionamiento. Aunque hay 15 maneras diferentes en
las cuales los seis residuos de Cys pueden unirse, esta molécula contiene informacion suficiente
para cerrarse de una manera especifica.

Esta estrategia de sintesis parece haber sido adoptada por los Conos para la elaboracion de
sus venenos. Muchas conotoxinas contienen, al igual que el BPTI, seis residuos de Cys y una

estructura rigida y estable conformacionalmente, pero a diferencia de este inhibidor, son mucho mas
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El proceso de liberacion de conotoxinas a partir de los propéptidos seria entonces: plegado
de la molécula precursora, formacién de los enlaces disulfuro y corte de la region cercana al
carboxilo terminal péptido para producir fas conotoxinas pequefias con afto contenido de residuos de
Cys. Este método de "plegado-cerrado-corte” permite que fos aminodcidos que contienen ia
informacién adecuada para el correcto piegado del péptido sean luego desechados en el clivaje,
dejando en la molécula de la toxina madura solamente los aminoédcidos necesarios para la
interaccion con los receptores.

MRKLICMMIVAVLELTAWTEATADD

MEKLTCHMMIVAVLELLAWTEATAD

MRLTCVVIVAVLLLTACQLITALDS

MKLTCVVIVAVLLLIACQLITRDIZRGTD

Figura 6. Biosintesis de conotoxinas: A) Evolucion de nuevas conotoxinas. Las regiones constantes de los
propéptidos dan lugar a fa conservacion del esqueleto de cisteina en la familia de conotoxinas maduras, el
intercambio a nivel genético de los residuos intercisteina en las regiones hipervariables, origina.una diversidad
de péptidos maduros que pueden o no tener fa misma actividad biologica. B) Comparacion de las secuencias
del precursor en dos S-conotoxinas, TxVIA (arriba) y GmVIA (abajo), provenientes de C. textile y C. gloriamaris.
C) Comparacion de fas secuencias del precursor en dos we-conotoxinas, MVIIA y GVIA, de C. magus y C.
geographus. Los amirioacidos en amarillo representan 1a secuencia sefial, en rojo se muestra la region pro y en
azul la secuencia de los péptidos “maduros”. En blanco se muestran los residuos de cisteina de las toxinas, y
en rosa, 1as divergencias.

Este mecanismo de biosintesis para las conotoxinas les permite la preparacion de péptidos
de conformacion adecuada, pero mucho mas pequefios que otros ligandos de receptores, lo cual
facilita su enlace con receptores (alta afinidad de conotoxinas en relacion a ligandos més grandes) y

hace a estas toxinas mucho mas especificas que ligandos afines de mayor tamafio, permitiéndoles



asi distinguir entre diferentes subtipos de receptores. En este respecto, estos propéptidos se
asemejan a los anticuerpos.

VARIABILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE CONOTOXINAS

Se ha enconfrado gran variabilidad entre los residuos diferentes a Cys en conotoxinas
homdlogas. Se ha sugerido que esta capacidad de los Conus para preparar toxinas tan diversas y
especificas constituye una ventaja adaptativa de la especie, ya que tes ha permitido adaptérse alas
variaciones filogenéticas de los canales y/o receptores presentes en los organismos que depredan,
Cada especie estd en capacidad de elaborar toxinas que actuarian segin el esquema llave-
cerradura, especificamente sobre el sitio adecuado del canal y/o receptor blanco de su accion.

Son multiples los ejemplos de conotoxinas con muy poca homologia estructural en cuanto a
los residuos intercisteina, aisladas tanto de la misma especie como de especies diferentes, que se
unen exactamenté al mismo tipo o subtipo de canal que tienen una sorprendente diferencia en sus
secuencias. Como ejemplo de esta afimacion, en las w-conotoxinas GVIA y MVIIA, que compiten
entre ellas por el mismo sitio de enface en canales de calcio, solo el 44% de los aminoacidos,
incluyendo las Cys, se conserva, y el 70% de los aminoacidos diferentes a Cys que las componen,
son diferentes (Myers y Col, 1993) (Tabla 1),

Tabla Ill. Variabitidad de residuos inter cisteina en omega conotoxinas

GVIA (1) CKSOGSSCSOTSYNCCR SCNOYTKRIY
MVIA (1) CKGRGAKCSRLMYDCCTGSCRSG K ¢
AA conservados CK G C8 hata: c X C

1. GVIA de C. geographus y MVIIA de C. magus, ambas w-conotoxinas con el mismo tipo de especificidad
farmacologica.

Por ofra parte, muchas drogas usadas para fines medicos se enlazan al sitio esperado para
ejercer su accion terapéutica, pero lo hacen igualmente a ofros sitios relacionados, o cual da lugar
frecuentemente a efectos colaterales no deseados. Al contrario de la mayoria de las drogas, las

conotoxinas pueden discriminar entre subtipes de receptores muy relacionades. Como ejemplo de



esta afirmacién, drogas usadas para bioguear canales de calcio, como la dihidropiriding, se enlazan
a esos receptores tanto en musculos lisos, esqueléticos y cardiacos, como en tejide neuronal; en
cambio, las o-Conotoxinas, como la conotoxina GVIA, de C. Geographus se UNE a sitios en
canales de calcio neuronales que no son enlazados por derivados de dihidropiridina (Takemura y
Col., 1989).

Existen dos hipotesis para explicar la similitud de actividad de conotoxinas con poca
homologia estructural. La primera establece que la superficie del conopeptido que interactua con el
receptor (0 “farmacoforo”) tiene la misma conformacion aunque tenga secuencias primarias distintas,
pues diferentes secuencias entre residuos de Cys podrian dar lugar a la misma conformacion
(Olivera y Col.,, 1991). La segunda hipotesis sugiere que dos conotoxinas estructuralmente
divergentes, pero con la misma especificidad farmacoldgica, pueden interactuar con el “macrositio”
del receptor, que puede tener varios “micrositios” diferentes como se muestra en la figura 7.
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Figura 7: Modelo diagramatico de macrositios para conofoxinas. A y B son conotoxinas antagonistas
diferentes (estructural yfo conformacionalmente) que inhiben el enlace del agonista para el receptor R,
cada una se enlaza a tres micrositios, ambas comparten dos, ambas dejan uno libre. Una ligera
modificacion del receptor (un subtipo, R2), impediria el enlace de A, pero no de B. C representa el enlace
de una posible antitoxina preparada sinteticamente que inhibiria el sitio de enlace de las foxinas sin
impedir el enlace del agonista, E sitio para el agonista {elipsoides negras), esta marcado por el asterisco.

Este modelo explicaria la afinidad similar, aunque ambos peptidos no sean
conformacionalmente equivalentes o provengan de especies diferentes, y las diferencias en la
misma entre conopéptidos no homologos con la misma actividad. Las pequefias diferencias de forma
en diferentes subtipos del mismo receptor explicarian la selectividad filogenética de las conotoxinas
de la misma actividad biologica entre receptores homologos. Asi, la w-conotoxina MVIIC inhibe el

canal de calcio activado por voltaje tipo P en el sistema nervioso central de mamiferos mientras que

It




la ©-conotoxina GVIA no lo hace, aunque todos estos péptidos son activos a nivel de las uniones
neuromusculares de los peces. Esta caracteristica convierte a las conotoxinas en compuestos que
sirven como excelentes pruebas de receptores y canales iénicos (Myers y Col., 1993).

Las conotoxinas constituyen una sonda promisoria para el receptor con el cual interactuan,
siendo capaces de indicar la estructura sobre la cual ocurre el anclaje mediante marcado de
residuos por reacciones quimicas de rutina. La elevada variabilidad de los residuos inter-Cys
encontrada en las conotoxinas homologas estudiadas, permite la sintesis de una enorme cantidad
de péptidos diferentes pertenecientes a la misma categoria de actividad biologica. El analisis a
fravés de técnicas multidimensionales de resonancia magnética nuclear (Farr-Jones y Col., 1995),
de series de conotoxinas naturales y sintéticas para establecer sus estructuras tridimensionales,
unido a la caracterizacion de la actividad en diferentes subtipos de canales permite tanto el avance
de la investigacion sobre la estructura y funcion de receptores, como el disefio y la preparacion de
conotoxinas miméticas que pueden resultar farmacos promisorios en la terapia de desordenes
neurolégicos como el mal de Parkinson, la isquemia espinal o la esquizofrenia (Olivera y Col., 1990}

FARMACOLOGIA DE CONOTOXINAS

Hasta ahora han sido caracterizados mas de 75 Conotoxinas de venenos de por lo menos
10 especies. Segin su mode de accion, hay tres categorias basicas y bien estudiadas, y algunas
otras de reciente descubrimiento. Cada una de estas estructuras puede ser asociada a un esqueleto
estructural de residuos de Cys. A confinuacion se describen los diferentes tipos de conotoxinas con
base en sus efectos farmacologicos.



CONOTOXINAS CON ACTIVIDAD EN CANALES IONICOS ACTIVADOS POR LIGANDO

Receptor nicotinico de acetilcolina

Las primeras conotoxinas que fueron aisladas de venenos de especies de Conus fueron
designadas o.-CONOTOXINAS, porque su accion bicldgica se asemejaba a la de las a-neurotoxinas
aisladas de venenos de serpientes, tal como la c-bungarotoxina, que inhibe el receptor nicotinico.
Son fas conotoxinas mas pequefias aisladas de especies de Conus. Contienen dos enlaces disulfuro
(entre el primer y tercer residuo de Cys, y entre el segundo y el cuarto), con sélo una excepcion, la
o-conotoxina Sil, aislada de C. striatus, que fiene fres {(Ramilo y Col. 1992); y causan inhibicidn
postsinaptica de la unién neuromuscular en vertebrados, causando paralisis y muerte. Los sintomas

se parecen a los de envenenamiento con curare, con falla respiratoria final.

El receptor nicotinico de acefilcolina es un canal iénico activado por ligando. Se forma por la
union de la proteina oligbmera de la membrana con la acetilcoling, que es el neurotransmisor.
También se une a agonistas tales como la nicotina o a antagonistas como [a o-bungarotoxina. La
union de acetilcolina o nicotina al receptor induce un cambio conformacional que permite 1a entrada
de sodio y calcio a la célula, lo cual causa la despolarizacion de la membrana plasmatica. Se
conocen receptores nicotinicos musculares y neuronales. El receptor nicotinico de acetilcolina es un

pentamero formado por diferentes combinaciones de varios tipos de subunidades o, B, oy y O <.

Los receptores musculares tienen la formula general o236v(0 €}, y dos sitios de union para
acetilcolina ubicados en las subunidades «.. En cambio, los receptores nicotinicos de acetilcolina
neuronales en general estan formados por combinaciones de diversos subtipos de las subunidades
a ¥ B {(Mclntosh y Col., 1999), con dos sitios para la union de acetilcolina, aunque se han reportado
receptores nicotinicos neuronales formados exclusivamente por la unidon homomérica de
subunidades o (Johnson y Col., 1995).

Las o-conotoxinas compiten por los sitios de unidn de acetiicolina en los receptores

nicottnicos, y se han reportado tanto a-conotoxinas que antagonizan exclusivamente receptores




nicotinicos de acefilcolina de tipo muscular, como aquellas que solamente antagonizan receptores
nicotinicos neuronales. En general, las «-conotoxinas de especies de Conus piscivoras inhiben los
receptores nicotinicos musculares en mamiferos (Martinez y Col., 1995); los receptores nicotinicos
neuronales son inhibidos por a-conotoxinas de especies de Conus molusquicivoras (Fainzitber y
Col., 1994).

Las «-conotoxinas constituyen el Unico grupo que mantiene una alta homologia estructural
que permite correlacionar estructura y funcién. Como puede apreciarse en la tabla 1V, las o-
conotoxinas presentes en los venenos de especies de Conus piscivoras, con la Unica excepcion de
Ml de C. magus, actuan sobre receptores nicotinicos musculares y presentan la relacién 3/5 en
cuanto al niimero de residuos contenidos entre la segunda y tercera, y tercera y cuarta cisteina. Esta
relacion es de 4/7 para las a-conotoxinas de especies molusquicivoras, con accion sobre receptores

nicotinicos neuronales en vertebrados. Ademas, los residuos infercisteina estan sumamente
conservados en los diferentes péptidos.

La o-conotoxina Iml es 1a Uinica excepcion para este tipo de conopéptidos, pero estudios de
estructura de este compuesto demuestran que los tres residuos entre la tercera y cuarta Cys son
suficientes para mantener la proporcion estructural con el resto de las a-conotoxinas de especies

molusquicivoras (Maslennikov y Col., 1999) (Figura 8).

El receptor nicotinico de acetilcolina tambien es inhibido por las «A- y ¢-conotoxinas, como
la tA-PIVA (Hopkins y Col., 1995) y ¢-PIIIE {Shon y Col., 1997), respectivamente, ambas aisladas
de [a especie C. purpurascens. Las oA-conotoxinas no muestran similitud estructural con las o-
conotoxinas aungue muestran la misma actividad que éstas; mientras que las ¢-conotoxinas, que
pertenecen a la superfamilia estructural M, producen inhibicidn no competitiva del receptor nicotinico

de acetilcolina por union a un sitio diferente al de union de la bungarotoxina.
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Tabla IV. a-conotoxinas

a-CTx Secuencia RNACh
Cni GRCC HPACGKYYS C© p aldy aly
Gl ST NPAZGRHYS CF p a/dy aly
Ml GRCC HPRACGRNYS COF p a/d y aly
Sl ICC NPACGPKYS O p a/dy aly
Mi COCENPVCHLEHSNLC* p a3p2
AulA BCCRYPPCFATNSDYC* m a3p4
Ei RDOCCTHETONMSMPQIC* m a/d y aly
Epl ZCCEDPRONMNNPDYC* m a3p2
PnlA FOCSLPPCAANNPDYC* m a3p2
PniB SCCELPPCALSNPDYC* o7
Imi GCCSDPREAWR ok v a7

p: piscivoras, m: molusquicivoros, v: vermivoros

PnlA Imli Figura 8 Comparacion de las
o L estricturas tridimensionales de las
w‘w‘x\ - o R o-conotoxinas  PniA e imi;
P N D representacion en forma de cinta
g\, . Moo s Ty de fas estructuras de las o
N U el ~ hi conotoxinas  PnlA e  Imi,
~ T oo V;;;W,\ -~ ™\D0s_ | determinadas mediante resonancia
PN T R R magnética nuclear.  (llustracion
Iy "l AT N tomada de Maslennikov, y Col
v ¥ es \ Tl Pe » ¥ VO
an SE Y 1999)
LA N
- RTY
a-Sh GCZT NPACGPNYG CGTSCS
oA-PIVA G. GSYONAA HO :SKDROSY GQ¥*

¢-PIHE HOOCCLYGKCRRYOGCSSASCCQR*
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Receptor de glutamato

Las conantokinas actitan inhibiendo un subtipo del receptor de glutamaio: el receptor de N-
metil-D-aspartato (NMDA) (Haak y Col., 1990). La mayor parte de las sinapsis responsables de la
transmision rapida y excitatoria en vertebrados, usa glutamato como neurotrasmisor para la
activacion de los canales idnicos asociados a este tipo de receptor ionotrdpice. Se conocen varios
tipos; y éstos se han clasificado seguin el agonista que los activa.

Los receptores glutamatérgicos de NMDA se activan con N-metil-D-aspartato; son
permeables a sodio, potasio y calcio; y son bloqueados por magnesio. Se reconocen diversos
subtipos de estos receptores ionotropicos, de acuerdo al tipo de subunidades (NR1 y NR2) que los

formen, y es posible la deteccion localizada de cada subtipo en diferentes regiones de un
organismo.

El glutamato es el neurotrasmisor mas abundante en el cerebro, y media mas del 50% de la
transmision sinaptica en el sistema nervioso de los vertebrados. La neurofransmisién a través de
glutamato estd implicada en casi todos los aspectos del funcionamiento normal de! cerebro,
incluyendo 1a memoria, el movimiento, el desarrollo, y la neurodegeneracién, y la neurotransmision
anormal de glutamato forma parte de ia patofisiologia de la mayor parte de los desordenes

psiquiatricos incluyendo la epilepsia, 1a esquizofrenia, las adicciones, la depresion, la ansiedad y el
mal de Parkinson.

Las conantokinas producen una serie de exirafias actividades en los sujetos de
gxperimentacion: suefo en ratones jovenes e hiperactividad en ratones adultos, lo cual sugiere la
presencia de diferentes subtipos de receptores de NMDA en animales jovenes y adultes. Estas
conotoxinas se caracterizan por no contener residuos de Cys y presentar una elevada proporcion de
residuos de y-carboxiglutamato, que es una modificacion postrasduccional frecuente en las
conotoxinas y que les confiere rigidez conformacional (Lin y Col, 1997). La primera conantokina
reportada fue la Conantokina-G de C. geographus.



Receptor de Serotonina

La serotonina interacciona con una serie de receptores para modular muchos procesos tanto
en el sistema nervioso central como en el periférico de mamiferos. De estos receptores, sélo uno, el
receptor 5HT3 es un canal ibnico activado por ligando, el resto, son receptores acoplados a proteinas
G. El receptor 5HT3 es similar a fos receptores nicotinicos de acefilcoiina tanto funcional como
estructuralmente.

De la especie C. geographus, ha sido aislada la conofoxina c-GVIIA, que inhibe el receptor
5HT; para serotonina (England y Col., 1998). Este nuevo tipo de péptido, que define a la familia
estructural S, tiene 41 residuos de aminoéacido de los cuales 10 son Cys, pero la conectividad de
éstas aln no ha sido determinada.

CONOTOXINAS CON ACTIVIDAD EN CANALES IONICOS ACTIVADOS POR VOLTAJE

Canales de sodio:

Los canales de sodio activados por voltaje son los responsables de la transmision de
senales a traves de nervios y membranas musculares. Los canales de sodio activados por voltaje
estan formados por una soia proteina en la que se reconocen cuatro subunidades homoélogas, que
tienen cuatro sitios de union conocidos. La tetrodotoxina (TTX) y saxitoxina (STX) se enlazan al sitio
1 blogueando la conductancia del canal. La union de toxinas lipofilicas como batracotoxina y
veratridina al sitio 2 implica la activacion del canal. Las foxinas de anémonas marinas y las a-toxinas
de escorpiones se enlazan al sitio 3 y retardan el proceso de desactivacion. Las B-toxinas de

escorpiones, al enlazarse al cuarto sitio, promueven la activacion de! canal.

Las L-conotoxinas actian sobre canales de sodio activados por voltaje {Gray y Col., 1988)
de musculos pero no de nervios {Cruz y Col., 1985); compitiendo por los sitios de union para STXy

TTX; por lo que bloquean la respuesta de miscuio esquelético a estimulacion eléctrica directa. El
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efecto de 1as p-conotoxinas es dependiente del voltaje. Tienen seis residuos de Cys v presentan

esqueleto estructural de superfamitia M, como la u-GlIA de C. geographus.

Las uO-conotoxinas, como la pnO-MrVIA de la especie molusquicivora C. marmoreus,
poseen esqueleto de superfamilia O, similar a los de las ®-conotoxinas, y bloguean los canales de
sodio activados por voltaje en un sitio diferente al de union de STX (Mcintosh y Col., 1995b); v las 8-
conotoximas, como la 5-GmVIA de C. gloriamaris, retardan la inactivacién del canal (Shon y Col.,
1994). Por ofra parte, su estructura quimica contiene un nicleo de enlaces disulfuro gue no permite
el arreglo usual de aminoacidos hidrdfobos en el interior de fa molecula. Se ha pensado por esta
razén que estos péptidos se disuelven en la membrana lipidica e interfieren con la apertura y cierre

del canal de sodio sodio ejerciendo su efecto en la interfase de ta membrana, en lugar de hacerlo
desde el ambiente acuoso.

u-GlIA RDCCTOOKRCKDRQUKOQRTTAY

pO-MrVIA ACRKKWEYCIVPIIGFIYCCPGLICGPFVCYV

5-GmVIIA CRKEGQLCDPIFQNCCRGWNCVLECY
Canales de calcio

El calcio es un importante regulador de varios procesos bioguimicos en la célula: Los
potenciales de accion de [a mayor parte de los musculos de invertebrados, y en musculo liso de
vertebrados, se logran a través de canales de calcio y no de sodio; estos canales son importantes en
el controf de la concentracion interna de calcio en células musculares, secretoras y en las terminales
nerviosas, siende que el calcio regula la actividad secrefora de la célula (hormonas y
neurotrasmisores); y dado que el calcio actia como mensajero intracelular para una gran variedad
de procesos celutares, los canales de calcio son responsables de los sistemas de control, ademés
de los efectos que tienen en el potencial de la membrana celular,

Los canales de calcio activados por voltaje (CCAV) estan formados por el arreglo de una

subunidad principal denominada s y de topologia similar a la de los canales de sodio,



complementada por subunidades auxiliares o2, B, v ¥ 8., y son polimérficos, aungue hasta hace muy
poco tiempo, el reconocimiento de los diferentes subtipos se basaba tinicamente en sus propiedades
electrofisiologicas, seglin su sensibilidad al voltaje, y mediante el uso de dihidropiridinas (DHP) que
actlian como antagonistas. Asi, se habia demostrado que existen CCAV que requieren de mayor
voltaje para la activacién y son sensibles a las DHP (Tipo L), y aquellos que requieren de menor
voltaje y no son sensibles a las DHP. Un tercer tipo, que requiere mayor voltaje para su activacion,
pero es insensible alas DHP ha sido llamado tipo N ("ni L ni T°); pudiéndose distinguir entre subtipos
neuronales y musculares de cada uno de estos tipos. El descubrimiento de las @-conctoxinas, ha
significado €! hallazgo de una serie de herramientas farmacolégicas fundamentales que permitieran
reconocer diferentes subtipos de CCAV (Oliveray Col., 1994).

Las m-conotoxinas antagonizan canales de calcio neuronales presinapticos regulados por
volfaje, evitando asi la liberacion de neurotrasmisores. Contienen seis residuos de Cys en esqueleto
estructural de superfamilia O, que son los péptidos mas abundantes presentes en los venenos de
Conus. A diferencia de lo que ocurre en el caso de fas a-conotoxinas, los miembros de esta familia
son sorprendentemente divergentes enfre si en cuanto a los residuos distintos a Cys, {anfo inter
como intra especies, con influencia en la actividad de los péptidos (Gray y Olivera, 1988) (Tabla V).

La enorme variabilidad en los residuos de aminoacidos diferentes a Cys entre un tipo y ofro
de e-conotoxinas tiene influencia en la actividad de los péptidos. Al comparar la actividad de as ©-
conotoxinas GVIA y GVIIA, ambas de C. geographus, y MVEEA y MVIIC de C. magus, todos con
secuencias notablemente divergentes, se encontré que aungque todas paralizan y matan a los peces,
las tres primeras no tienen actividad sobre sinapsis de mamiferos; unicamente GVIA bloguea
canales de calcio presinapticos en ranas (Olivera y Col., 1985a) y MVIIC es un inhibidor efectivo de
la actividad sinapfica resistente a GVIA (Hillyard y Col., 1992).

La @-GVIA (C. geographus), se ha convertido en un reactivo usual para medir la inhibicién
de la liberacion de neurotrasmisores a través de canales de calcio activados por voltaje. Bloguea la
union neuromuscular del mosculo esquelético por inhibicion de los canales de calcio sin inerferir con
los potenciales de accion celulares. Esta toxina bloquea los subtipos L y N en neuronas, pero

solamente afecta los subtipos N en misculos. La o-MVIIA bloguea los canales de calcio tipo N. y es



de 100 a 1000 veces més potente como analgésico que la morfina, pero no causa adiccion. Esta
conotoxina {conccida también como SNX-111 o Ziconotide) esta siendo revisada por la FDA de los
EE UU en pruebas clinicas para el alivio del dolor intratable (Gibbs, 1996} (Figura 9).

Tabla V: @-conotoxinas.

Péptido Estructura Especie
GVIA CKREOGSSCESOTSYNCT RSCNOYTRRC Y+ C. geographus
GVIIA CHSOSTOCSREGMRDES TSCLLYSNKCRRY *

MVIIA CREGKGZARCSRIMYDCCTGSC RSGRO* C. magus
MVIIB CRGREASCHRTSYDCCTGSCNR GRCO*

MVIIC CRGKZAPCRKTMYDCCSGSCGRREKI *

MVIID CQEREASCRKTMYNCCSGSCNR GRC*

SVIA CRSSEZSOCEVTSI CC GRCYR GK COT* C. striatus.
SviB CKLK3QSCRKTSYDOOSGSCGREGR O

Se muestran en rojo los residucs que se conservan en todos los péptidos. En azul, se muestran los
residuos conservados intra-especie. Como puede apreciarse, las o-conotoxinas son muy divergentes

enire si, siendo que, ademés del esqueleto de Cys, el (nico residuo que se conserva en todos fos
gjemplos es la Glys
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Figura 9: Mecanismo de accion de fa conotoxina MVIIA {Ziconotide). A) En condiciones normales, la
entrada de calcio a los terminales nerviosos presinapticos, a través de canales de caicio activados por
voltaje tipo N (CCAV-N), provoca la liberacion de glutamato, ef paso del calcio al interior celular y la
propagacion de la sefial neuronal. B) La sobrestimulacion de neuronas nociceptivas con el consiguiente
exceso de paso de calcio intracelular, conduce a los sindromes de dolor crénico. C) E blogueo de los
CCAV-N con el antagonista especifico Ziconotide (péptido sintético idéntico a MVIIA}, inhibe la
inadecuada liberacidn de glutamato y previene la entrada excesiva de calcio a la célula, protegiéndola
de los dafios producidos por calcio en estados isquémicos, o bloqueando la sensacién de dolor en las
neuronas nociceptivas.
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Canales de potasio

Recientemente se han aislado conotoxinas con actividad en canales de potasio. La k-PVIIA,
aislada de la especie C. purpurascens inhibe el canal de potasio SHAKER, causando pardlisis rigida
inmediata en la presa envenenada, al producir un choque excitotoxico (Shon y Col., 1998). Este tipo
de conotoxinas presenta esqueleto de Cys similar al de las w-conotoxinas. La kA-SIVA, aislada de
la especie piscivora C. striatus antagoniza canales de potasio activados por voltaje. Presenta
esqueleto de Cys que pertenece a la superfamilia estructural A, y s el primer ejempio de conotoxina

que contiene un elevado numero de residuos distintos de Cys en el exiremo amino, antes de la
primera Cys.

<-PVIIA CRIONQKCFQHLDDCCSRKCNRFNKCV

xA-SIVA EKSLVPSVTTTCCGYDOGTMCOOCRCTNSC*

CONOTOXINAS DE BLANCO DESCONGCIDO

Uno de los péptidos pertenecientes a la superfamilia T de conotoxinas, la £-TxIX, aislada de
C. textile, selectivamente reduce la liberacién de neurotrasmisores en la sinapsis colinérgica de
Aplysia mediante reduccion de la entrada de calcio presinaptico (Rigby y Col., 1999); sin embargo, a
pesar de que se demuestra que tanto la enfrada de Ca2 como la liberacion de acetilcolina se
reducen al exponer el tejido a la accion de 1a e-TxIX, los autores concluyen que el efecto de la
conotoxina podria deberse tanto a !a inhibicion de canales de calcio presinapticos activados por
voltaje, como a la accion de este péptido sobre ofras estructuras macromoleculares como receptores
presinapticos acoplados a proteinas G.

Los miembros de la superfamilia T de conotoxinas contienen, al igual que las o-conotoxinas,
cuatro residuos de Cys que mantienen la secuencia CiC-Cs-Cq (C: y Cz adyacentes), y
conectividad inter Cys C1-Cs y C2-C4, variando el numero de residuos intercisteina. Recientemente

ha sido descubierta en la especie molusquicivora C. manmoreus, una nueva familia de conotoxinas
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de cuafro Cys, las A-conotoxinas (Balaji y Col., 2000). Este nuevo tipo mantiene la secuencia de Cys
conocida para o~ y e-conotoxinas, pero a diferencia de estas, la conectividad intercisteina es C+-Cay
Cs-Cs. Alin no se conoce con precision el blanco molecular de estos péptidos, aunque se ha
reportado que la especie amidada de CMrVIB inhibe el transportador de noradrenalina (Sharpe y
Col., 2001). Sin embargo, |a inyeccion intra-cerebro-ventricular {icv) en ratones de CMrVIA produce
convulsiones mientras que CMrX produce paralisis flacida, por lo que los mecanismos de accion de

los péptidos de esta familia aun no estan claramente definidos.

CMrVIA VCCGYKLCHOC
- CMrvB VGVCCGYKLCHOC
CMrX GICCGVSFCYOC

Recientemente, han sido aisladas nuevas familias de conotoxinas en base a los cambios
conductuales que ocasiona la inyeccion icv en ratones de fos péptidos puros. Asi, se ha aislado de la
especie C. textile un péptido de nueva secuencia de Cys que se ha denominado “Péptido
espasmodico”, ya que los ratones inyectados con este péptido adquieren el comportamiento de una
linea mutada de ratones conocida como “ratones espasmadicos” (Lirazan y Col., 2000). Este mismo
bioensayo en ratones, ha permitido el descubrimiento de la familia de los Contrifanos, que son oca-
péptidos que contienen dos Cys, con alta conservacion de los residuos intercisteina, y que contienen
D-Trp o D-Leu en la cuarta posicion. Estos péptidos producen el sindrome de “cola tiesa” al ser
inyectados icv a ratones, a dosis medias, y a dosis altas producen convulsiones y muerte. Sin
embargo, aun no se ha determinado el blanco molecular de estas dos nuevas familias de

conotoxinas (Jiménez y Col., 1996; Jacobsen y Col., 1998).

CONOTOXINAS QUE ACTUAN COMO AGONISTAS DE CANALES IONICOS Y RECEPTORES

La mayor parte de los estudios realizados en venenos del género Conus ha sido realizada
sobre especies piscivoras, por lo que resulta razonable que estos contengan una serie de toxinas

que actuan sinérgicamente para bloguear la fransmision neuromuscular de la presa mucho mas



rapida que &l caracol; es por esto gue las conotoxinas resefiadas hasta ahora actdan inhibiendo el
funcionamiento normal de su bjanco.

El estudio del veneno de la especie molusquicivora C. pennaceus ha permitido el
aislamiento de un nuevo tipo de conotoxinas, que en este caso resultan ser agonistas. Para especies
de Conus que se especializan en alimentarse de otros moluscos, bien sean caracoles o bivalves, no
es conveniente que fa presa sea paralizada iuego de la inyeccion del veneno, por cuanto esio
implicaria que el animal paralizado se retraeria en su concha por lo que para el caracol seria casi
imposible usarlo como alimento. Las especies molusquicivoras, como C. fextile y C. pennaceus, que
se alimenta de ofros caracoles (incluyendo otros Conus), contiene en su veneno toxinas que
permiten la relajacion de los misculos de 1a presa de manera que esta salga de su concha.

De esta Ultima especie ha sido aislada una conotoxina que es agonista de canales
catidnicos de tipo marcapaso en neuronas de Lymnaea {Fainzilber y Col., 1998). Esta conotoxina,
ltamada y-PnVIIA, tiene esqueleto de Cys de la O-superfamilia, pero sus residuos intercisteina no
tienen homologia estructural con las w-, 1O o 8-conotoxinas, sino ¢on la toxina excitatoria TxVIA
aistada de C. fextile, de la que se ha reportado que incrementa [a excitabilidad de membrana en
Aplysia (Lev-Ram y Col., 1993). La tabla VI muestra las secuencias de las conotoxinas PaVIA y
TxVIIA y las compara con otras conotoxinas de la superfamilia O.

Tabla VI. Comparacion entre miembros de la O-superfamilia de Conotoxinas

Péptido Secuencia Especie
v-PnVIIA DCTSWEGRTTVNSY CO8 NSCDQTYCY LYAFOS  C. pennaceus (m)
v-TxVIIA CGGYSTYCy VDSY SCSDN CVRSYCTLF® C. textile (m)
m-GVIA SKSOGTO™ SRGMRD{CTS  CLLYSNKTRRY C. geographus {p)
uQO-MrVIA ACRKEWEYZIVPIIGFIYIZPGLICGPEFV OV C. marmoreus (m)
5-PVIA EALYAOGTF.  GIKOGLZI: SEFCLPGV CFG C. purpurascens (p)

m: molusquicivoro; p: piscivoro
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También han sido aisladas de especies de Conus dos familias de analogos a neuropéptidos
endbgenos, que en ambos casos han resultado ser agonistas. En 1987 Cruz y Col. aislaron de la
especie C. geographus el primer miembro de la familia de las Conopresinas, la Lys-Conopresina-G;
este peptido produce un incremento en el rascado cuando es inyectado icv a ratones. Aunque las
conopresinas son probablemente péptidos endogenos de moluscos, claramente homologos a la
familia de vasopresinafoxytocina, se ha especulado que su presencia en el veneno de los Conus,
mas que cumplir con fa funcion endbgena prevista para este tipo de neuropéptidos, puede ayudar
en el proceso de envenenamiento; facilitando, por ejemplo, la movilizacion de! veneno en la victima
{Olivera y Col., 1985aj.

Recientemente, Craig y Col. han caracterizado en la misma especie C. geographus, el unico
analogo a neurotensinas aistado de un invertebrado, que ha sido denominado Contulakina-G (Craig
y Col., 1999a). Este péptido fue aislado del veneno siguiendo el comportamienfo de ratones
inyectados icv (que se hacian lentos fuego de la inyeccion y sélo caminaban si eran forzados a
hacerlo). La porcion de la secuencia cercana al carboxilo terminal se asemeja a la de neurotensinas,
por lo que €l efecto de ia inyeccion icv en ratones de este péptido fue comparado con el producido
por la inyeccion de neurofensina, encontrandose que ambos efectos son equivalentes; y se

determiné la afinidad de enlace de este péptido a receptores de neurotensina.

Contulakina-G (C. geographus) ZSEEGGSNAT'KKPYIL
Neurotensina (Hipotalamo bovino) ZLYENKPRRPYIL
Xenina {(Mucosa gasfrica humana) MLTKFETKSARVKGLSFHPKRPWIL

INFLUENCIA DE LAS CONOTOXINAS EN EL COMPORTAMIENTO DE RATONES

Al presente, se han caracterizado méas de 75 conotoxinas y/o conopéptidos de venenos de
por lo menos 10 especies. El género Conus esta formado por alrededor de 600 especies, y cada una
de ellas contiene aproximadamente 100 péptidos diferentes en su veneno, y se ha demostrado la

importancia de algunos de ellos come herramientas para investigar ! sistema nervioso.
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Muchas de estas conotoxinas actualmente bien caracterizadas tanto bioguimica como
fisiologica y farmacoldgicamente, fueron iniciaimente purificadas con base en la accion que ejercian
cuando se inyectaban en el sistema nervioso central del raton. Asi, uno de los estudios iniciales con
la especie C. geographus consistié en la inyeccion icv de cada uno de las diferentes fracciones
obtenidas de la separacion cromatografica del veneno total, observandose que la mayor parte de
estas ejercian efectos que modificaban el comportamiento normal de los ratones, y que estas
modificaciones eran de naturaleza variable segln el péptido (Olivera y Col., 1990). Este mismo
experimento se realizd luego con las fracciones separadas mediante cromatografia de la especie C.
magus, y los resuitados se ilustran en la figura 10. Las wo-conotoxinas MVIIA y MVIIB fueron
purificadas de las fracciones que provocaron un constante temblor en los ratones inyectados.
Igualmente, las fracciones de la cromatografia del veneno total de C. geographus que provocaron

temblor al ser inyectados en ratones, resultaron iuego ser o-conotoxinas.

Muchas ofras clases de conopéptidos han sido igualmente purificados con base en la
modificacion que producen al ser inyectados en el cerebro de ratones, asi, las conantokinas
producen suefio en ratones menores a 14 dias e hiperactividad en ratones de mayor edad; los
ratones inyectados icv con contulakinas se ponen lentos o “perezosos”, y solamente caminan si son
forzados a hacerlo; la inyeccion icv de confrifanos produce rigidez y horizontalidad de 1a cola de los
ratones; la inyeccién icv de a- y pu-conofoxinas en ratones, invariablemente produce la paralisis y
muerte del animal; y las conopresinas producen un notable incremento en la actividad de “rascarse”
y “acicalarse” de los ratones.

Las modificaciones de comportamiento producidas por ia inyeccion icv de conotoxinas en
ratones han sido empleadas para la busqueda y caracterizacion de los péptidos de la misma familia.
Como ejemplo de esto, se aproveché el resultado de este bioensayo para obtener una conopresina
de la especie C. imperfalis, que fue repurificada de la fraccion del veneno total que producia
incremento en el rascado luego de la inyeccion icv en ratones. Asi, fue posible ubicar las
conopresinas de especies vermivoras, dado que las primeras conopresinas aisladas se obtuvieron

de especies piscivoras {Nielsen y Col., 1994).



Iguaimente, el bioensayo mediante inyeccidn icv en ratones permite la caracterizacion
fisiolégica de las conotoxinas. Las conopresinas dan lugar a dos conductas distintas luego de la
inyeccion icv en ratones que se observan inmediatamente después que el raton es levantado por la
cola durante un segundo y luego colocado sobre un meson de trabajo. En primer lugar, el animal
camina unos pocos pasos y luego descansa con sus patas traseras abiertas y el vientre sobre el
meson, y asi permanece a menos que sea empujado; y luego €l animal continia lento o “perezoso’,
pero la posicion de sus patas traseras se asemeja a la de los ratongs control, o inyectados
soiamente con solucidn salina normal. Los mismos efectos se producen por la inyeccion de
neurotensing; el iempo de aparicion y recuperacion de cada uno de estos sintomas puede ser
registrado a diferentes dosis de inyeccion de contulakina-G, y luego comparado con la duracién de
los mismos luego de ia inyeccion de neurctensina, lo que permite afirmar que la contulakina-G es el
primer péptido analogo a neurotensinas aislado de invertebrados. En este estudio, se realizaron
ensayos de eniace entre contulakina-G y neurotensina a receptores de neurotensina, que
permitieron corroborar este resultado (Craig y Col., 1999a).
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Figura 10: Cromatograma del veneno total de la especie C. magus mostrando las modificaciones en el
comportamiento de ratones producidas por la inyeccion icv en ratones. La estrella roja marca la fraccion de

donde MVIIB fue purificada y la azul comesponde a ia fraccion que permitio la purificacion de MVIIA.

(flustracion adaptada de Olivera, 2000}



HIPOTESIS

La especie Conus spurius var. aflanticus, contiene en su veneno un gran numero de péptidos

diferentes.

Los péptidos puros separados de venenos de Conus spurius var. affanticus, tienen actividad
sobre canales idnicos yfo receptores del SNC (receptores nicotinicos de acetilcolina, canales de
Na- activados por voltaje, canales de Ca*? activados por voltaje, receptores de glutamato, efc.).

Los péptidos puros separados de venenos de Conus spurius var. aifanticus, actuan a nivel del
sistema nervioso de vertebrados, produciendo cambios en su comportamiento



:

OBJETIVOS

GENERAL

El objetivo de esta Tesis fue estudiar fos extractos de venenos de la especie Conus spurius,
desde el punto de vista quimico y bioldgico. Se logro la separacion de las conotoxinas presentes en
el veneno este caracol, e identificar quimica y biolégicamente algunos de los compuestos separados

del veneno.

ESPECIFICOS

o Obtencién del veneno total de la especie C. spurius.

e Separacion de los componentes del veneno.

e Purificacion de algunas conotoxinas.

e Determinacién de la estructura primaria de las conotoxinas aisladas y purificadas, mediante

secuenciacion y espectrometria de masas.

* Determinacion de la actividad biolégica de las conotoxinas aisladas y purificadas mediante

biensayo a fravés de la inyeccion icv en ratones.
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JUSTIFICACION

El estudio de conotoxinas de especies de conos es de relevancia fundamental por varias
razones.

* Por sus caracteristicas individuales de alta especificidad y gran afinidad, las Conotoxinas
pueden ser usadas para el estudio de moléculas clave del sistema nervioso central (SNC}.

o FEl estudio de la accion especifica de cada conotoxina en canales iénicos del mismo tipo en
diferentes especies animales, permite la ampliacion del conocimiento en cuanto a los canales en

si, al permitir la deteccidn de nuevos subtipos de cada receptor.

s Por fratarse de moléculas relativamente pequefas, la sintesis de conotoxinas es un proceso
relativamente facil, lo cual permite la obtencién de cantidades suficientes de los neuropeptidos
plenamente identificados y de actividad interesante, y su marcaje radiologico, para facilitar los
estudios de estructura-funcion.

e la preparacion de conotoxinas sintéticas con modificacion de los residuos originales

intercisteina, permite la localizacion exacta de sitios de accion ligando-receptor.

e El conocimiento de la estructura tridimensional o espacial de las uniones conotoxina-receptor
(sitios), permite el disefio de ofras especies miméticas (Olivera y Col., 1991), capaces de
enlazarse de manera eficiente y Unica al receptor deseado, siendo esto fuente de disefio de

drogas con nuevas propiedades y especificidades.

« Por tltimo, la especificidad que han mostrado algunas conotoxinas, y 1a facilidad de su sintesis,

las convierte en promisorios agentes farmacol0gicos.
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ANIMALES, MATERIALES Y METODOS

COLECCION DE ESPECIES DE CONUS

La especie Conus spurius, se colectd por arrastre entre 37 y 100 metros de profundidad, en
aguas del Mar Caribe, alrededor de Puerto Morelos, Quintana Roo. Inmediatamente después de
colectados, los ejemplares se congelaron, y asi fueron enviados al laboratorio, donde se

mantuvieron a —-70°C hasta ser usados.

IDENTIFICACION DE ESPECIMENES

Los ejemplares colectados fueron identificados como C. spurius var. atlanticus, por
observacion de las caracteristicas externas de sus conchas, y comparacion de éstas con prototipos

reportados para la especie {(Abboit y Dance, 1990; www.Gastropods.com; www.coneshell.net).

EXTRACCION DE VENENOS

En una primera etapa, cuatro ejemplares pequefios (de 4 a 5 cm de largo), de C. spurius var.
atlanticus fueron disecados para aislar el conducto del veneno (Figura 11). Los conductos fueron
homogeneizados juntos usando para ello 2 ml de una solucién al 0.5% de &cido trifluoroacetico
(TFA), en una mezcla de ACN al 40% en agua (Mezcla de exfraccion, ME). La mezcla
homogeneizada fue centrifugada por 15 min a 12,000 rpm, usando para ello una centrifuga de mesa
SORVAL, modelo MC12. El sobrenadante fue separado y guardado. El boton fue nuevamente
homogeneizado con ofros 2 ml de ME, tras lo cual fa mezcla fue sonicada en un sonicador
BRANSON SONIC POWER, modelo Sonifier B-12 (Smith Kling), cuatro veces durante 30 s cada vez
a 0° C; tras lo cual fue centrifugada por 15 min a 12,000 rpm, y separado el sobrenadante. Los dos
sobrenadantes unidos fueron secados a vacio usando un evaporador SAVANT modelo Speed Vac

Plus SC110A; obteniéndose una pequena cantidad de veneno crudo liofilizado (primer lote de




empleado comenzé con una mezcla 95:5% de soluciones A y B respectivamente, y se increment6 ia
proporcion de solucién B arazon de 1% por minuto; la elucion se realizé con un flujo de 1 ml/min. Se
empied un asa de 200 ul para cargar la muestra, y las fracciones se recolectaron en tubos

Eppendorff de 1.5 ml, con base en el cambio en |a absorcion a 220 nm.

A fin de comparar el perfil cromatografico del segundo lote de veneno crudo con el del
primero, parte del segundo lote de veneno fue separado en sus componentes mediante CLAE-FR
analitica. Para ello, porciones del veneno total fueron disueltas en 400 pi de ME e inyectadas en dos
porciones de 200 pl cada una usando un asa de 200 pl para cargar la muestra, en la misma
columna analitica empleada para la separacién del primer lote de veneno. Posteriormente, el veneno
crudo fue separado en forma gruesa en sus componentes, mediante el uso de una columna
semipreparativa de CLAE-FR de C-18, {Vydac, 218TP510, 10 x 250 mm, 5 um de tamafio de
particula, 300 A de tamafio de poro} equipada con precolumna de C-18 (Vydac, 218GK54, 4.6 x 10
mm, 5 um de tamafio de particula, 300 A de tamaiio de poro), y filtro {Alltech, 28689; 4 mm, 2um
tamafio de poro). Para esta separacion, una alicuota de la muestra fue disuelta en 1.5 ml de ME, se
cargé al cromatbgrafo en un asa de 2 ml, y se empled un flujo de 5 ml/min. En todos ios casos se
emplearon las mismas soluciones (Solucion A y Solucién B), y el mismo gradiente de elucion (5 a

100% de solucion B en 95 minutos).

PURIFICACION DE CONOTOXINAS

La purificacion de cada una de las conotoxinas estudiadas se realizo mediante CLAE-FR
analitica, empleando las mismas soluciones de elucidon {Solucién A y Solucién B), y diferentes

gradientes de elucion.




CARACTERIZACION QUIMICA

Secuenciacion de conotoxinas.
La esfructura primaria de cada uno de los péptidos purificados fue determinada mediante
secuenciacion quimica automatica, empleando el método de degradaciéon de Edman, en un
secuenciador de Applied Biosystems modelo PROCISE 491.

Espectrometria de masas.

Los espectros de masa fueron obtenidos a través de la técnica de ionizacién mediante rocio
de electrones (Electrospray ionization mass spectra; ESIMS), usando un espectrometro de masas
Micromass Quattre |l de triple cuadrupolo, en el departamento de Quimica de la Universidad de
Utah, Salt Lake City. Las muestras (aproximadamente 100 pmoles de cada una), fueron disueltas en
100 wl de una mezcla al 50% de metanol y agua, e inyectadas automaticamente en el mismo
sistema de solvente a un flujo de 0.05 ml/min. El instrumento fue calibrado para realizar un barrido
en el rango de relacion masa a carga {m/z) de 50 a 2000, con un voltaje capilar de 2.7 kV y un

voltaje conico de 50 V; Los datos resultantes fueron analizados mediante el programa MassLynx.

SINTESIS DE PEPTIDOS

Los péptidos fueron sintetizados mediante la técnica estandar de acoplami-ento de N-(9-
fluorenilo)metoxicarbonil-aminoacidos (Fmog), usando tefrafluorborato de 2-(1H-benzofrazol-1-
i1,1,3,3-tetrametiluronio) y diciclohexilcarbodiimida para efectuar el acoplamiento; mediante un
sintetizador automatico de péptidos de Applied Biosystems modelo 431A, en la Universidad de Utah,
Salt Lake City, USA. Todos los aminoacidos fueron comprados en Bachen, Torrace, California USA.
l.as conorfamidas Sr1 y L-Sr2 fueron sintetizadas sobre una resina Fmoc-amido comprada a Applied
Biosystems, y la Conorfamida Sr1 con el extremo carboxilo libre fue preparada sobre resina fenilica
Fmoc tipo Wang comprada a Torrance. Después de la sintesis, el grupo Fmoc-terminal fue removido
in situ, por tratamiento con 20% de piperidina en N-metil-pirrolidona. En un procedimiento estandar
de Tiberacion del péptido de la resina, 1a conorfamida Sr1 acoplada a 134 mg de resina fue cortada

de ésta por agitacion suave durante 2 h con 2 ml de TFA/H;O/letancditiol/fenctitioanisol



(80/5/2.5/7.5/5 viv) a temperatura ambiente(TA). La mezcla de reaccion fue filtrada sobre 200 mi de
metil-t-butil éter (MTBE)a 20 °C, lo cual permite la precipitacion del péptido liberado. El recipiente
de reaccion fue lavado con 1 ml de TFA gue fue posteriormente filtrado sobre la misma solucion de
MTBE. Esta solucién fue centrifugada a 5,000g por 5 min para obtener el boton de la precipitacion
del péptido. El sobrenadante se descarta y el botdn se lava dos veces con MTBE, fras lo cual es
disuelto en 25 ml de solucion al 0.1% de TFA en 60% de acetonifrilo en agua (Solucidén B60) y
guardada a 4 °C.

PURIFICACION DE PEPTIDOS SINTETICOS

La solucién de péptido sintética fue diluida a 250 mi con Solucién B60, y purificada mediante
CLAE-FR preparativa en una columna de C18 (Vydac 218TP152022; 25 x 25C mm, 5 um de tamafio
de particula, 300 A de tamafio de poro), equipada con precolumna de C-18 (Vydac, 218GK54, 4.6 x
10 mm, 5 um de tamafio de particula, 300 A de tamafio de poro), y filtro (Alltech, 28689; 4 mm, 2um
tamafio de poro). La elucién se efectud a 20 ml/min, empleando diferentes gradientes de mezcla de
Solucion A y Solucién B60; se recogieron fracciones de 12 mi con base en la absorcién a 220 nm. El
contenido y pureza de cada fraccion fue verificado por CLAE-FR analifica, y algunas fracciones
fueron repurificadas mediante CLAE-FR semipreparativa.

CARACTERIZACION BIOLOGICA

Los péptidos fueron bioensayados mediante inyeccion icv en ratones Swiss Webster, de 12
a 24 dias de nacidos, en la zona indicada en la figura 12. Para ello, dosis variables de cada uno de
los péptidos purificados disueltos en 20 ul de solucién salina normal (SSN) se inyectaron en el
ventriculo derecho de la cabeza de los ratones como se muestra en la figura 12, usando jeringas
para insulina Becton Dickinson Ultra Fine de 0.3 ml, con agujas de calibre 29. Una vez inyectados,
los ratones fueron colocados en una caja para observar su comportamiento, lo cual se realizé por
periodos de entre 1y 4 horas. En cada experimento se inyectaron ratones con 20 pd de SSN como

controles. Para la determinacion del lugar exacto de inyeccion que permite la entrada de |a toxina al
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ventriculo, dos ratones de 17 dias de nacidos fueron inyectados con 20ul de azul de pontamina, tras
lo cual los rafones fueron perfundidos con solucion salina primero, y con formaldehido al 10%
después, y posteriormente fueron decapitados, €l cerebro aislado, congelado y cortado. Fotografias
de los cortes demuestran la presencia de colorante en el ventriculo luego de inyectar en el lugar que
se muestra en la figura 12.

Figura 12: Zona para inyeccion icv.

CORTE DE L-CONORFAMIDA Sr2 CON ENDOPROTEINASA Asp-N

|.a conorfamida L-Sr2 fue sometida a corte enzimatico con endoproteinasa Asp-N de Roche.
Para ello, 2 ug de la endoproteinasa Asp-N se disolvieron en 50 pl de agua lo que permite obtener
la enzima disuelta en Tris-HCI 10 mM a pH 7.5. Luego, varias porciones de 2.0 nmol (3.08 ng) del
péptido se disolvieron en 500 ul de solucidn amortiguadora de fosfato de sodio 50 mM a pH 8.0, y
sobre cada una de ellas, se afladieron cantidades que variaron entre 1 Wl (0.04 1g) y 6 1l (0.24 pg)
de la enzima disuelta; la mezcla de reaccion fue burbujeada con N, e incubadas por periodos de
entre 2y 18 h, a 37 °C. Al finalizar cada reaccion, la mezcla fue diluida con 500 ul de solucidn Ay
separada mediante CLAE-FR analitica usando un gradiente de elucién de 0 a 45% de solucion B en

45 minutos. Para cada una de las diferentes condiciones de corte enzimatico se cormio un blanco sin
péptido.

CORTE L-CONORFAMIDA Sr2 CON CNBr

{-Conorfamida Sr2 (2 nmol), se disuelven en 400 ui de solucion de CnBr 4.5 mM en 70% de

HCOQH, fa mezcla se burbujea con Np y se deja a TA por 24 h. tras lo cual fue diiuida con 600 pl de
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solucién A y evaporada a sequedad y luego disuelta otra vez en 600 pl de solucion A y evaporada
nuevamente. La mezcla de reaccion seca se separé mediante CLAE-FR analitica usando un
gradiente de 5 a 45 % de Solucion B en 40 minutos. Como control, se incubé una mezcla en las

mismas condiciones pero sin péptido.

CORTE DE L-CONORFAMIDA Sr2 Y CNF4 CON QUIMIOTRIPSINA

L-Conorfamida Sr2 (8.8 nmol), se disuelven en 500 pl de Tris.HC! 100mM y 10 mM CaClz a
pH 8.0, y a la mezcla se afaden 2 ug de quimictripsina disueltos en 2 pl de HCI 1 mM, se burbujea
con N2 y se incuba a TA. Alos 45 minutos, una alicuota de 250 pl de esta mezcla se diluye a 500 pl
con Solucion A y se analiza mediante CLAE-FR analitica, usando un gradiente de elucion den 10 a
45 % de Solucion B en 35 minutos. Los restantes 250 nil de mezcla de reaccion son diluidos a 500 p
con solucion A y analizados usando igualmente CLAE-FR analitica. Bajo estas mismas condiciones,
9.5 nmoles de CNF4 sintético se cortan con 2 ug de quimiotripsina. Alicuotas correspondientes a los

45 minutos y 2 horas de reaccién fueron analizados por CLAE-FR analitica usando el mismo
gradiente de elucién.



RESULTADOS

IDENTIFICACION DE ESPECIMENES

En la figura 13 se muestran las caras dorsal y veniral y 1a corona de uno de los espacimenes
colectados y trabajados en este estudio. Tanto &l patron del dibujo de la concha como su coloracion,
y el lugar de donde fueron colectados (Mar Caribe Mexicano), permite sefialar que se trata de la
especie Conus spurius, que se encuentra presente en Ja provincia caribefia, desde el este del estado
Florida (EE UU), hasta el este de Venezusla en el océano Atléntico.

Figura 13. Caras dorsal (A},
ventral (B) y corona {C}, de un
especimen de Conus spurius
var. atlanticus.

Los especimenes colectados de C. spurius presentan las siguientes caracteristicas: de 3 a
11 cm de largo, concha conica color marfil con manchas cafés oscuras en el patrén caracteristico
para la especie, que esta compuesto de rectangulos grandes y pequefios en vueltas concéntricas
en la misma direccion del Uitimo giro de la concha. La corona es en general chata y presenta entre
10 y 11 vueltas en la espira desde la protoconcha o apice hasta el hombro. En ocasiones, es posible
observar parte de un periostraco café mas claro que el de las manchas. No presenta hendiduras en
los canales anal ni posterior. El interior de la concha es de color blanco y puede apreciarse en la

abertura y canal stfonal que son amplios. En general, la relacidn entre la longitud de la espira y &l
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cuerpo del caracol es de 1.8, y aun en los especimenes muy grandes la longitud de ta corona no
excede de 1 cm, Las conchas son lisas sin tubérculos o rugosidades y el canal sifonal es recto.

En la figura 14, se compara uno de los especimenes que fueron colectados v trabajados
(Fig. 14 A) con prototipos de las diferentes variedades reportadas para esta especie {Abbott y
Dance, 1990; Pagina Web de G. Paganelli; Guia Intemet de Gastropodos Marinos de Hardy).
Algunos de los ejemplares trabajados presentaron restos de periostraco oscuro, tal y como se ha
observado en la variedad affanticus de la especie C. spurius (Ver figura 14 H) (Guia Internet de
Gastropodos Marinos de Hardy).

Figura 14: Variedades de C. spurius. A: Especimen de C. spurius var. atfanticus, de 8.5 cm de longitud;
procesado durante la elaboracion de este trabajo; B: C. spurius; C: C. spurius var. aerofasciatus; D: C.
Spurius var. arubaensis E: C. spurius var. affanticus; F: C. spurius var. lorenzianus; G, C. spurius var.
ochraceus; H: C. spurius var, affanticus con periostraco.

Como puede apreciarse en la figura 14, el patrén de dibujo de la concha de los especimenes
colectados no es comparable al que presentan las variedades C. spurius aerofasciatus o C. spurius
ochraceus; y el holotipo reportado para la especie C. spurius presenta la espira mas elevada con
relacion a la longitud del cuerpo del caracol, que la observada en los ejemplares colectados.
Ademas, ef interior de la concha de C. spurius presenta una coloracion café, ausenie en los
especimenes recogidos. La variedad arubaensis tiene un patron de dibujo ligeramente diferente, y es

endemica de la zona caribefia comprendida entre el norceste de Venezuela y el sur de las Indias
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Occidentales. Finalmente, la subespecie lorenzianus, muestra una forma caracteristica en la parte
inferior del Gltimo giro, y diferente a fa del resto de las variedades que se afinan de manera uniforme
en esta zona,

La comparacion entre los caracoles colectados con las diferentes variedades reportadas
para la especie C. spurius permite afirmar que esta especie corresponde a la variedad C. spurius
atlanticus.

SEPARACION DEL VENENO TOTAL

La figura 15 muestra el cromatograma de la separacion analitica del primer lote del veneno

total de C. spurius; del cual fueron separados y purificados los tres péptidos que se sefialan en la
figura.

La Figura 16 muestra el cromafograma de la separacion analitica del sequndo lote de
veneno, y en la figura 17, el patron cromatogréafico de la separacion semipreparativa de este mismo
lote de veneno. En la figura 16 se sefalan los péptidos que fueron separados y purificados de este
segundo lote de veneno.

PURIFICACION DE CONOTOXINAS DE C. spurius

Del veneno fotal de la especie C. spurius, fueron separados y purificados once péptidos, a
los cuales se les determind su estructura primaria parcial, segin se muestra en la tabla V1. En este
frabajo se presentan resuitados correspondientes a cuatro de estos péptidos: Conorfamida Sr2
{SpllIA, Figura 15 B), Conorfamida Sr3 (SpIVA, Figura 16 G), Conorfamida Sr1 (SplVB, Figura 16 H)
y £-SrIXA (SplH, Figura 16 K).
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Figura 15. Cromatograma de la separacion analitica del primer lote del veneno total de C. spurius. A: SplA;
B: Conorfamida Sr2 (SpliA) y C: SpliB. {(AUFS = 1.5)
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Figura 16. Cromatograma de la separacitn analitica del segundo lote del veneno fotal de C. spurius. D: SplB;
E: SplllA; F: SplliB; G: Conorfamida Sr3 (SplVA), H; Conorfamida Sr1 (SplVB); I: SpIvVC; J: SpIVD: K: &-SriXA

(SpiH) (AUFS = 4.0)
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Figura 17. Cromatograma de la separacién semipreparativa def segundo lote del veneno total de C. spurius.
{AUFS = 2.0)

La Conorfamida Sr2 (SphA) fue separada del primer lote de venenos, donde eluye a los 28.5
minutos, que representan 33.5% de solucion B. Para su purificacion, se empled un gradiente que
comenzo en 80% de Solucién A, incrementandose el porcentaje de solucion B a razon de 1% cada
tres minutos. Bajo estas condiciones, fa Conorfamida Sr2 eluye a los 28 minutos, equivalentes a
29.3% de solucion B (Figura 18).
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Figura 18. Cromatograma de la repurificacion
de la Conorfamida Sr2 (SpltA), separada del
primer lote de veneno total (AUFS = 0.1)
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Los péptidos Conorfamida Sr3 {SplVA), Conorfamida Sr1 (SpIVB) y &-SrIXA (SpiH), fueron
separados del segundo lote de veneno procesado.

La Conorfamida Sr3 (SplVA), fiene un tiempo de retencion de 37.5 minutos (42.5% de
solucion B), y fue repurificada mediante un gradiente que va de 30 a 40% de solucién B en 30
minutos, eluyendo a 17.2 minutos {35.7% de solucion B), tal y como se muestra en la figura 19A. El
péptido, fue repurificado usando un gradiente mas lento (de 30 a 40 % de solucion B en 40 minutos.
Figura 19B)
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Figura 19. A: Purificacion de la conorfamida Sr3 (SpIVA), separada del segundo lote del veneno fotal. B:

Repurificacion del péptide que se sefiata con la flecha en A, el péptido purc eluye a los 20.5 minutos {35.1 %
de solucion B) (AUFS, = 2.0; AUFSg= 1.0)

El siguiente péptido que eluye a los 38 minutos {(43% de solucién B), durante |la separacion
del segundo lote del veneno total de C. spurius, identificado inicialmente como SplVB (Conorfamida
Sr1), fue purificado usando el mismo gradiente de elucion empleado para la purificacion de SpIVA
{de 30 a 40% de solucion B en 30 minutos). Bajo estas condiciones, la Conorfamida Sr1 presenta un
tiempo de retencion de 19.4 minutos (36.5 % de solucion B); y fue posteriormente repurificado
usando un gradiente mas lento (De 32 a 42% de solucion B en 40 minutos, figura 20).

Finalmente, el péptido £-SrlXA {SplH), que presenta un tiempo de retencion de 49.5 minutos

(54:5% de solucion B), fue purificado empleando un gradiente de elucion que comienza en 45 % de
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solucion B, que se incrementa a razon de 1% cada 5 minutos. El péptido purificado eluye alos 12

minutos (47.4% de solucion B), tal y como se muestra en la figura 21.
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Figura 20. A: Purificacion de la conorfamida Srt (SplvB), separada del segundo lote del venenc tofal. B;
Repurificacion del péptido que se sefiala con la flecha en A, el péptido puro eluye a los 20.0 minutos (37.0 %
de solucién B) (AUFS, = 2.0; AUFSg= 1.0)
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Figura 21. Purificacion del péptido e—SriXA (SplH), separado del segundo lote de veneno total (AUFS = 1.0)



Tabla VII. Secuencias parciales de conofoxinas aistadas de C. spurius

Péptido Estructura derivada de PM Estructura definitiva Nombre
Secuenciacion
(Calc.)  (Obs.)
SplA DPQGGATCSNWGIAQHQQNSCCV... 24045 43628 SplA
SpiB CRTEGVSCEENQQCCWRSCCCGECEAPC... 31091 3649.0 SpiB
SpllA GPMy yPPDFIRY 1538.7 15378 GPMy yPPDFIRY-NH,  Conorfamida S52
SpllB AGCCPRFYCYCL 13947 15486 SpliB
SplllA DYPCHVWCWHLSRCCDOCGASCEKKKD R 32236 - SplllA
SplliB CLGAGYWCSYEAEFCCNGCHKYWNVCL 3176 - SplliB
SpIVA (1) 8891  1614.9 ZVIIVPVAGGTLFRY-NH, Conorfamida Sr3
SpivB GPMGWVPVFYFR 14557 14548 GPMGWVPVFYFR-NH: Conorfamida Sr1
SpivC GEVSDNLMHCWLPEFRGGLTDCWNVFS RY 34310 10069.7 SpIvC
SpIVD GEVSDNLLHCWLPEFRGCLLDCWN 28183 10037.8 SpIvD
SplH INWCCLIFYQCC 16180  1616.86 INWCCLIFYQCC-NH,  ¢-SriXA

1 En resultados se explica la falta de una secuencia parcial para este péptido
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CARACTERIZACION QUIMICA DE CONOTOXINAS AISLADAS DE C. spurius

£-SriX (SpIH)

La estructura del péptido SplH, aislado de la especie C. spurius, fue determinada mediante
secuenciacién automatica segun el meétodo de Edman y los resultados de la determinacion
estructural se muestran en [a fabla VIil. Se procedio a secuenciar el péptido sin reducir ni alquilar,
por lo que no es posible determinar Cys por este método, pero el aito rendimiento obtenido para los
ciclos 4 y 7 (1047.8 y 1114.3 pmoles respectivamente), permite asumir que las posiciones 5 y 6
estan ocupadas por Cys, y lo mismo se asume para las posiciones 12 y 13 del péptido.

Tabla Vlli. Secuenciacion de SplH

Ciclo Aminoéacido Rendimiento
asignado (pmoles)

1 | 3381.3
2 | 3753.0
3 N 25486
4 w 1047.8
5 * -

6 * -

7 L 1114.3
8 | 1090.3
g9 F 1178.7
10 Y 1236.3
11 Q 1104.3
12 * -

13 *

14 - -

15 - -

] Los residuos 5, 6, 12 y 13 se asumen como Cys.

La secuencia obtenida fue corroborada por espectrometria de masas. El peso molecular
calculado para la secuencia INWCCLIFYQCC es de 1618.0; obteniéndose para el mismo un peso
molecular de 1616.6 Da, que indica que la estructura del péptido esta completa y que el carboxilo
terminal esta amidado (Calc. para INWCCLIFYQCC-NH2 = 1617.0).



Sobre la base de la determinacién estructural, es posible incluir al péptido SplH como una -

conotoxina de la superfamilia de las T-conotoxinas, por lo que se designa a este péptido como -
SriXA.

Conorfamida Sri

La estructura del péptide SplVB, aislade del segundo lote de veneno total de Ia especie C.
spurius, fue analizada mediante secuenciacion automatica, obteniéndose la estructura primaria
parcial que se muestra en las tablas IX y X. Esta estructura, fue corroborada por espectrometria de
masas y sintesis quimica. Para la corroboracion de la estructura de este péptido mediante sintesis
quimica, se sintetizaron tanto el péptido con el carboxilo terminal libre, como el péptido amidado,
como se muestra en la tabla IX; y esto permitié comprobar que el péptido nativo tiene el extremo

carboxilo amidado. En la figura 22 se muestra el cromatograma de coelucion de los péptidos nativo y
sintético.

Tabla IX. Comparacidn entre SplVB nativo, Conorfamida Sr1 sintética, y el péptido equivalente
con el carboxilo terminal libre.

Secuencia PM (e. m.) TR

{min})

GPMGWVPVYFYRF-0OH (Sintético)! Calc.: 1555.73 23.2

GPMGWVPVFYRF-NH; (Sintético)' Calc.: 1554.8 18.6
Obs.. 1554.8

GPMGWVPVFYRF-NH: (Nativo) Calc.: 1554.8 18.8
Obs.: 1554.8

1. Se empled un gradiente que comenzo en 32 % de solucion B, gue incrementa a razon de 1% de solucion
B cada tres minutos.



Figura 22: Coelucion de Conorfamida Sr1 nativa y sintéfica:
Se empled un gradiente que va de 32 a 47% de solucién B en
45 minutos. En estas condiciones la mezcla eluye como un
solo pico a los 18.9 minutos, equivalentes a 38.3% de
solucion B. (AUFS =0.1)
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Desde el punto de vista estructural, el péptido SpIVB se asemeja a los miembros de [a
famifia de los neuropéptidos enddgenos derivados de la FMRF-NH; La accion biologica de este
peptido fue comparada con la ejercida por el péptido FMRF-NH:, que define a la familia de los
FMRFamido péptidos. SpIVB, al igual que el FMRF-NH;, produce hiperactividad en ratones mayores
de 14 dias de nacidos, por lo que este péptido constituye el primer FMRFamido péptido aislado del
veneno de una especie de Conus, y define a una nueva familia de conopéptidos que hemos
denominado CONORFAMIDAS, siendo SplVB renombrado como Conorfamida Sr1.

Conorfamida Sr2

La estructura determinada mediante secuenciacion del péptido SpliA, aislado del primer lote
de veneno total de la especie C. spurius, presenta gran similitud estructural con la Conorfamida Sr1,
tal y como se muestra en la tabla X, por lo que este péptido se renombra como Conorfamida Sr2.
Este peptido contiene dos residuos de acido y-carboxiglutamico (Gla), que es una modificacion

postransduccional usual en las conotoxinas.

La estructura propuesta para este péptido fue corroborada mediante espectrometria de
masas, lo cual permite afirmar que, al igual que la Conorfamida Sr1, este péptido tiene su extremo
carboxilo amidado, ya que el peso molecular obtenide mediante espectrometria de masas es de
1537.8 (Calculado para GPMy yPPDFIRY-NH2: 1537.7).



Tabla X. Determinacion estructural de las Conorfamidas Sr1 v Sr2

Conorfamida Sr1 Conorfamida Sr2
Ciclo Aminoacido  Rendimiento Ciclo Aminoacido Rendimiento
asignado (pmoles) asignado (pmoles)
1 G 400 1 G 185
2 P 580 2 P 120
3 M 680 3 M 150
4 G 500 4 * -
5 W 480 5 * -
6 Y 690 6 P 100
7 P 530 7 p 140
8 V 680 8 D 90
9 F 620 9 F 85
10 Y 680 10 I 70
11 R 325 11 R 40
12 F 155 12 Y 25
13 - - 13 - -
14 - -
15 - -
16 - -
*  Se observa una pequefa sefial atribuible a
acide y-carboxiglutamico.
Secuencia obtenida: GPMGWVPVFYRF Secuencia obtenida: GPMyyPPDFIRY
PM calculado 1455.8 | PM calculado: 1538.7
PM (E. M.) 14548 |PM{E. M) 1537.8
Secuencia propuesta: GPMGWVPVFYRF-NH: | Secuencia propuesta; GPMyyPPDFIRY-NH,

Con base en la secuencia obtenida, se realiz6 la sintesis quimica de la Conorfamida Sr2; sin
embargo, el producto sintético, de masa igual al producto nativo, no coeluye con éste, por lo que se
sugiere la posibilidad de que alguno de los residuos del péptido nativo tenga configuracion D. En la
tabla Xt se muestran las diferencias de elucion en HPLC entre la Conorfamida Sr2 nativa y la L-
Conorfamida Sr2 sintética.

Se iniciaron los estudios necesarios para determinar la estructura absoluta del péptido
denominado Conorfamida Sr2, esto es, para determinar la posicion del D aminoacido en la

estructura. Para ello, fa L-Conorfamida Sr2 sintética fue sometida a dos tipos de fragmentacion, con



el fin de identificar en cada caso, los diferentes segmentos mediante HPLC y espectrometria de
masas. Una vez determinada la ubicacion de cada fraccion obtenida a partir del corte del peptido
sintético, se pretendia repetir el procedimiento con el péptido nativo, y comparar la posicion de cada
uno de los fragmentos mediante HPLC, y asi ubicar, por el segmento que contiene el D aminoacido
en base a la diferencia de tiempo de retencién entre éste y el fragmento equivalente obtenido del
péplido sintético.

Tabla XI. Comparacién entre Conorfamida Sr2 nativa, sintética y el péptido equivalente con el
carboxilo terminal libre.

Secuencia PM (e. m.) TR1

(min)

GPMyyPPDFIRY-NH. (Nativa) Calc.: 1537.7 30.5
Obs.: 1537.8

GPMyvPPDFIRY-NH: (Sintética) Calc.: 1537.7 28.0
Obs.: 1537.8

GPMyyPPDFIRY-OH (Sintética) Calc.; 1538.7 28.9
Obs.: 1538.7

1. Se empled un gradiente que comenzd en 10 % de solucion B, que incrementa a razon de 1% de solucién
B/minuto.

Se empled el corte enzimatico con Asp-N, que permitiria obtener los fragmentos GPMyyPP
(P. M calc. 843.8); y el fragmento DFIRY, (P. M: calc.: 712.9); sin embargo, con éste método
solamente fue posible identificar el segundo de los segmentos esperados. Igualmente, se intentd
cortar el péptido con CNBr para obtener las fracciones GPM (P. M. calc. 256.3) y yyPPDFIRY (P. M.
calc. de 1254.3), y también en este caso (nicamente fue posible identificar uno de los fragmentos,
de peso molecular 256.1. Los resultados de los intentos por determinar [a posicion del D aminoacido
en |a Conorfamida Sr2 se muestran en la tabla XI.
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Tabla XII. Corte de L-Conorfamida Sr2 sintética

Fragmentos esperados Fragmentos obtenidos

Reactivo/Enzima Secuencia del Masa Masa

fragmento (Cale.) (Obs.)
Asp-N GPMyyPP 843.8 -
DFIRY 7129 712.3
CNBr GPM 256.2 256.1
vyPPDFIRY 1252.3 -
EyPPDFIRY 1208.3 1208.4
EEPPDFIRY 1164.3 -

Conorfamida Sr3

El péptido inicialmente denominado SpIVA, uno de los componentes mayoritarios del
segundo lote de veneno total de la especie C. spurius, resultd sumamente dificil de secuenciar.
Luego de tres intentos seguidos sélo fue posible obtener la secuencia CLFRYCP en muy bajo
rendimiento, por lo que se considerd que la primera posicion estaba impedida, intentandose un corte
con la enzima Piroglutamato amino peptidasa (PAP). La estructura del producto obtenido luego del
corte enzimatico, fue determinada mediante secuenciacion quimica y comparacion de los pesos
moleculares obtenidos mediante espectrometria de masas, tanto del producto obtenido luego del
corte enzimatico, como del pépfido intacto. La similitud estructural entre éste péptido y las
Conorfamidas Sr1 y Sr2 permite colocarlo como un miembro mas de esta familia, por lo que es
renombrado como Conorfamida Sr3. Los resultados de la determinacion estructural se muestran la
tabla XIII.

SINTESIS DE CONORFAMIDAS ANALOGAS

Con el fin de analizar las relaciones estructura - funcion, se sintetizaron dos péptidos
analogos a las Conorfamidas Sr1 y Sr2. En primer lugar se sintetizo un péptido analogo a la
Conorfamida Sr2 pero que contiene acido glutamico en lugar de acido y-carboxiglutamico, con el fin

de determinar qué tan importante es la presencia de estos dos residuos para la actividad del péptido.
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En segundo lugar, se sintetizo un péptido analogo a las conorfamidas disefiado para contener en su
primera seccion los residuos de la Conorfamida Sr2; pero terminando con los cuatro {ifimos residuos
de la Conorfamida Sr1, que tiene en su porcién carboxilo terminal mas similitud con los FMRFamido
péptidos que 1a Conorfamida Sr2. La tabla XIV muestra las estructuras de las Conorfamidas Sr1 y
Sr2 y de sus andlogos sintetizados.

Tabia XlIl. Determinacion de la estructura de Conorfamida Sr3 mediante corte enzimatico

secuenciacion y espectrometria de masas.
Péptido Estructura masa
Conorfamida Sr3 ZVIVPVAGGTLFRY-NH, 1615.4
{Calc.: 1615.1)
Fragmento: PYAGGTLFRY-NH: 1079.4

(Calc. 1079.4)

Producto del tratamiento con PAP

VHVPVAGGTLFRY-NH; 1504.8

{Cale. 1505.1)

Fragmento: PVAGGTLFRY-NH; 1079.4

(Calc. 1079.4)

Conorfamida Sr1 GPMGWVPVIYRF-NH,
Conorfamida Sr2 GPMy yPPDFIRY-NH,
Conorfamida Sr3 ZVIIVPVAGGTLEFRY-NH,

Tabla XIV. Estructura de Conorfamidas naturales y sintéticas.

Péptido Estructura
Conorfamida Sr1 (CNF1) GPMGWVPVFYRF-NH,
L-Conorfamida Sr2 (CNF2) GPMy YPPDFIRY~NH,
Conorfamida Sr A1 (CNF3) GPMZEFPDFIRY-NH,

Conorfamida Sr A2 (CNF4) GPM Y YPPDFYRF-NH,




DETERMINACION DE ACTIVIDAD BIOLOGICA DE CONOTOXINAS DE C. spurius

Se determind la actividad biologica de los péptidos nativos SpIB, e-SHXA (SplH),
Conorfamida Sr3 (SplVA), Conorfamida Sr1 (SpiVB), SpiVC y SplVD, mediante bioensayos en
ratones; y los resultados se muestran en la tabla XV. El bioensayo consistid en ia inyeccion
intracerebro ventricular (icv), de una dosis determinada de los pépfidos nativos o sintéticos, en
ratones de 12 a 24 dias de nacidos, seglin se sefiala en animales, materiales y métodos.

Tabla XV. Actividad biolégica de péptidos nativos aislados de C. spurius

PEPTIDO DOSIS  BIOACTIVIDAD
nmolfanimal
SpIB (parcial) 50 Insensibilidad en |a parte inferior del cuerpo(1)
(13 dias de edad)
&-SriXA (SplH-completo) (2) 1.0-10.0  Tremor luego de la inyeccion, incremento del
(12 y 22 dias de edad) rascado y acicalamiento, sindrome hiperactivo (3)

Conorfamida Sr3 (SplVA-Completo) 6.0 Sindrome Hiperactivo
(13-23 dias de edad)

Conorfamida Sr1 (SplVB-Completo)  10.0-20.0 Sindrome Hiperactivo
(12-22 dias de edad)

SpIVC (parcial) 5.0 Movimiento circular (4)

(13 dias de edad)

SpIVD (parcial) 5.0 Hipersensibilidad al tacto (5)
{13 dias de edad)

1. Elratén parece cansado todo el tiempo, solamente se mueve si es forzado a hacerlo y la caracteristica
mas relevante de su comportamiento luego de la inyaccion es que parece no tener sensibilidad en la
parte inferior del cuerpo, es decir, es insensible a la presion ejercida con el dedo o una pluma, por
gjemplo.

2. Este péptido solamente pudo ser ensayado a bajas concentraciones debido a su escasa solubilidad en
solucion salina normal. A dosis mas bajas {1 y 5 nmoles por animal), no prasenta efectos.

3 El Sindrome Hiperactivo esta caracterizado por el movimiento rapide y constante del raton alrededor del
interior de la caja de observacion, siempre en la misma direccion, y deteniéndose brevemente en ias
esquinas para intentar asomarse al borde de la caja. En ratones de entre 17 y 20 dias de nacidos, se
incrementa igualmente la frecuencia de saltos, dentrc y hacia fuera de la caja de observacion.
Igualmente, se incrementa la frecuencia de rascado y acicalamiento de los ratones.

4. Elraton se mueve en circulos alrededor de si mismo, siempre en la misma direccion (en el sentido de las
manecitias del relo)}, y la velocidad de giro se incrementa con el tiempo. Solamente se detiene como
respuesta a ruidos o al intento de ser tocado, cuando salta (ruidos como el preducido al aplaudir dentro
de la caja), o huye (intento de tocarlg)

5. Con este péptido el ratén se mueve en general menos que los ratones control, de hecho, solamente se
mueve si se hacen intenfos por tocarlo, es dacir, como reaccidn al tacto.
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CARACTERIZACION BIOLOGICA DE CONORFAMIDA Sr1 SINTETICA

El bioensayo empleado para determinar la actividad biologica de los péptidos nativos sugiere
que la Conorfamida Sr1 produce Sindrome Hiperactivo. Para caracterizar esta actividad, se
utilizaron tanto el péptido sintético, como el péptido sintetizado anélogo a éste que tiene el extremo
carboxilo terminal libre. Ambos péptidos fueron bioensayados mediante inyecciones icv en ratones,
cubriendo el rango de edades comprendidas entre los 11 y 24 dias de nacidos; y dosis entre 0.05 y
4.67 nmoles/gr. La accién bioldgica de este péptido fue comparada con la ejercida por el péptido
FMRF-NH;, que define a la familia de los FMRFamido pépfidos; y la droga Naloxona, que al igual
que el FMRF-NH, es un inhibidor de receptores opi&ceos. Como control, ratones de 11 a 24 dias de
nacidos fueron inyectados con el mismo volumen {20 ) de solucidn salina normat (SSN, NaCl al
0.9%). La Conorfamida Sr1 sintética, al igual que el FMRF-NH, y la Naloxona, produce
hiperactividad en ratones mayores de 14 dias de nacidos, y este péptido es mas potente que la
Conorfamida Sr1-OH. Los resultados de este estudio se muestran en las tablas XVI y XVI1.

Tabla XVI1. Actividad biolégica de la Conorfamida Sr1

Conorfamida Sr1 Edad Dosis Sindrome

{dias) (nmol/gr. de peso) hiperactivo
Nativo 16-22 1.0-4.0 +
Sintético 11-13 0.15-3.2 -
17-24 0.09-1.6 +
17-24 1.6-3.8 +
Sintético, COOH 14 1.5-3.5 -
16-23 0.1-1.6 -
16-23 3595 +
FMRF-NH, 13 32 -
19 1842 +
Naloxona 13 4.0-49 -

19-24 1.6-3.2 +




La conorfamida Sr1 produce SINDROME HIPERACTIVO en ratones de méas de 13 dias de
nacidos, definiendose por Sindrome Hiperactivo, al comportamiento presentado por los rafones
cuando, una vez recuperados de |a inyeccion, caminan rapidamente o corren alrededor de la caja de
observacion, siempre en el mismo sentido, y deteniéndose brevemente en las esquinas para tratar
de subir al borde de la caja. En ratones de enfre 17 y 20 dias de nacidos, se incrementa
considerablemente el nimero de saltos dentro y hacia fuera de la caja de observacion, en

comparacion con los ratones control inyectados con solucion safina normal.

CARACTERIZACION BIOLOGICA DE CONORFAMIDAS ANALOGAS SINTETICAS

El bioensayo descrito fue empleado para analizar la actividad biol6gica de las conorfamidas
analogas sinteticas CNF3 y CNF4 y de la L-Conorfamida Sr2 sintética y los resultados obtenidos se
esquematizan en [as tablas XVil y XVIIl. Al igual que la Conorfamida Sr1, los péptidos sintéticos
analogos a este producen Sindrome Hiperactivo luego de la inyeccion icv en ratones de més de 14
dias de nacidos; pero a diferencia de la Conorfamida Sr1, éste no es el Unico efecto, ni el principal
en algunos casos, producido por los péptidos.

La inyeccion icv en ratones de L-Conorfamida Sr2 sintética produce, como efecto principal la
sensibilidad al ruido de bajo volumen, en la mayoria de los ratones inyectados, independientemente
de la edad del raton. En el caso de este péptido, luego de la recuperacion el raton comienza con
Sindrome Hiperactivo, pero, al ser expuesto a ruido de bajo volumen (RBV), como el producido por
el chasquear los dedos dentro de la caja de observacion, el raton se paraliza, echando sus orejas
hacia atras, por iempo variable que depende de la dosis de L-Conorfamida Sr2 inyectada. A dosis
pequenas el efecto dura 1 o 2 minutos, pero a dosis elevadas, aun si el ratén comienza con
hiperactividad, el efecto def RBV no permite la recuperacion de ésta. Con este péptido se observa
igualmente sensibilidad al tacto, pero en menor proporciéon en relacion a la sensibilidad al RBY,
excepto para ratones de entre 11 y 14 dias de nacidos.

Las Conorfamidas andlogas sintéticas CNF3 y CNF4, en cambio, producen ademas de

Sindrome Hiperactivo una elevada sensibilidad al tacto, caracterizada por que el ratén huye y en



ocasiones chilla como respuesta a los intentos por ser tocado. Esta sensibilidad puede inclusive
aumentar la cantidad de movimiento observado y la velocidad del raton, como respuesta a intentos
de tocarlo o agarrarlo. En los anexos se encuentran los resultados de fodos los bioensayos
efectuados durante la realizacion de éste trabajo.




Tabla XVII. Resumen de actividad de péptidos sintéticos.

Peptido n Tiempo Rec. Duracién promedio | Duracién promedio | Duracion promedio | Promedio en que el
promedio actividad Hiperactividad Saltos raton se duerme
{min) {min) (min) (tnin) {min)

# Valor % # Valor % # Valor % # Valor % # Valor %

Control 65| 65 5 100 | 36 15 55 6 8 9 | 51 41 78
CNF1 721 72 7 100 | 61 47 85 | 53 54 74 | 24 33 33134 710 47
CNF1-OH 17| 17 9 100 | 16 25 95 9 45 53 10 17 59 ( 10 59 59
L-CNF2 25| 25 8 100 | 20 48 80 15 64 60 10 29 40 | 16 79 64
CNF3 23| 21 10 91 | 21 42 91 15 65 88 8 39 3519 78 83
CNF4 26] 23 6 88 | 23 46 88 | 20 53 77 11 35 42 1 19 64 73

Naloxona 9| 9 5 100 7 44 78 7 44 78 7 23 78 8 58 67

FMRF-NH, 4| 4 3 100 | 4 55 100 | 4 56 100 | 3 33 712 60 50
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Tabla XVl Bioactividad de Conorfamida Sr1 y Conorfamidas analogas

Sintoma

Edad
(Dias)

~ Péptido

CNF1

L-CNF2

CNF3

CNF4

Hiperaétividad

Sens, al tacto

Sens. a ruido de bajo volumen

11-14

0%

0%

0%

0%

15-19 20-24 11-14 15-19 20-24 11-14 15-19 20-2U
100% 72% 47% 0% 15% 35% 2% 8%
80% 33% 100% 36% 22% 80% 45% 78%
85% 20% 60% 0% 80% 40% 38% 0%
82% 40% 100% 13% 20% 0% 38% 0%
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DISCUSION

£-SriX (SplH)

El peptido mas abundante presente en el veneno de C. spurius es el péptido identificado
inicialmente. como SplH, asi que los estudios de bioactividad comenzaron con éste péptido. Este
péptido es sumamente hidrofébico y muy poco soluble en solucidn salina normal, por lo que
solamente pudo ser bioensayado a dosis bajas; ain asi, el péptido demostré ser activo al ser
inyectado intra-cerebro-ventricularmente. (icv) a ratones. El péptido provoca un continuo fremor
después de la inyeccion, y este sintoma es seguido por hiperactividad caracterizada por un
incremento en el rascarse y acicalarse, y en el movimiento alrededor de Ia caja, en comparacion con
los ratones control.

La estructura primaria determinada mediante secuenciacién para este peplido, y
corroborada por espectrometria de masas (HNWCCLIFYQCC-NHy), contiene cuatro residuos de
cisteina. Al presente, se han reportado tres clases diferentes de conotoxinas que contienen cuatro
residuos de cisteina: a-, s- y A-conofoxinas; pero solo en una de ellas, las s-conotoxinas (Rigby y
Col., 1999), los residucs de Cys estan colocados en pares contiguos separados por cuatro o cinco
residuos. Ejemplos de estos fres tipos de conotoxinas se muestran en ia tabla XiX.

Tabla XIX: Estructuras de a-, A+ y s-conotoxinas:

o-Gl C. geographus (p) ECZ NPACGRHYS T-NH,
o-Aul C. auficus {m) GCLSYPPUFATNSDYC-NH,
a-Iml C. imperialis (v) GCCSDPRCAWR C~NH;
A-MrVIA C. marmoreus (m) VIIGYKLHO ¥
p5a {g) C. purpurascens (p) GoOPROMRT STL~NH,

auba {g) C. aulicus {v) FICPFIRYZCW
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Hasta hace muy poco tiempo, las unicas conotoxinas con cuatro residuos de Cys que se
conocian eran {as c-conotoxinas, que constituyen ademas el grupo de conopéptidos més estudiados
hasta ahora. Este tipo de conofoxinas ha sido aislado de casi todas las especies de Conus
estudiadas, independientemente de cual sea su fipo de alimentacién, y actuan sobre receptores
nicotinicos de acetilcolina {(RNACh). Todos los ejemplos aislados hasta ahora tienen el primer par de
cisteinas configuas, y el segundo separado por un numero determinado de residuos; y la
conectividad inter-cisteina es C1-C3 y C2-C4. En general, las a-conotoxinas aisladas de especies
piscivoras confienen 3 residuos entre la segunda y tercera cisteina y 5 entre ésta y la cuarta, y
acttian inhibiendo diferentes subtipos de RNACh musculares; y las a-conofoxinas aisladas de
especies molusquicivoras y vermivoras son antagonistas de diferentes subtipos neuronales de
RNACHh, y contienen 4 y 7 residuos entre el segundo y tercero, y tercero y cuarto residuo de cisteina,
respectivamente, con la dnica excepcidn de Imi, que contiene tres residuos entre la tercera y cuarta
Cys, aungue se ha demostrado que esta region de la toxina ocupa el mismo espacio que ocupa la
region equivalente del resto de las «-conotoxinas que tienen 7 residuos alli (Maslennikov y Col,
1099 ver tabla IV y Fig 8).

En 1999, Rigby y Col. reportaron el aislamiento de una conotoxina de la especie
molusquicivora C. fextife, de estructura novedosa. La e-TxIX contiene, al igual que las o-
conotoxinas, cuatro residuos de Cys y la misma conectividad de éstas; sin embargo, los cuatro
residuos se presentan en pares contiguos separados por cuatro residuos. Esta conotoxina, de sélo
13 residuos, presenta ademas un elevado nimero de modificaciones postrasduccionales. dos
residuos de acido y-carboxiglutamico (Gla,y), Br-Triptofano y Treonina glucosilada. Los autores
demuestran que la s-TxIX selectivamente reduce la liberacion de acetilcolina en la sinapsis
colinérgica de Aplysia mediante reduccion de la entrada de calcio presinaptico, sin embargo, a pesar
de que se demuestra que tanto la entrada de Ca* como la liberacion de acetilcolina se reducen al
exponer el tejido a la accion de la e-TxIX, los autores concluyen que el efecto de la conotoxina
podria deberse tanto a la inhibicién de canales de calcio presinépticos activados por voliaje, como a
la accion de este péptido sobre otras estructuras macromoleculares como receptores presinapticos
acoplados a proteinas G. Reportan igualmente que esta toxina produce temblores y cambios en la

forma de caminar (que ellos denominan forma de caminar espasmédica), cuando es inyectada icv en
ratones de menos de 14 dias de nacidos.




El descubrimiento de esta nueva familia de conotoxinas es corroborado casi de inmediato
por el grupo de Olivera en la Universidad de Utah (Walker y Col., 1999). Estos autores reportan la
existencia de una nueva superfamilia de conotoxinas, que denominan la T-superfamilia, con base
en el descubrimienfo de todo un conjunto de propéptidos de los cuales puede inferirse una serie de
conotoxinas con esfructuras semejantes a la descrita por Rigby y Col, incluyendo a esta misma
estructura. Estos hallazgos se realizan en especies de Conus tanto piscivoras, molusquicivoras,
como vermivoras, por lo que concluyen que es probable que representantes de este nuevo grupo de
conotoxinas se encuentren en todas las especies de Conus. Como caracieristicas generales del
grupo, resalta ia presencia de cuatro Cys en pares configuos separadas en general por cinco
residuos, conectividad intercisteinas idéntica a la que presentan las a-conotoxinas (C1-C3 y C2-C4),
y una enorme divergencia inter e intra especie en cuanto a los residuos intercisteina. En el mismo
trabajo, Walker y Col. reportan las estructuras de cuatro toxinas pertenecientes a este grupo,
efectivamente aisladas del veneno total de varias especies de Conus. Una de las conotoxinas
aisladas por Walker de la especie C. fextile, la tx5a, es equivalente a la e-conotoxina TxIX, aislada
de esta misma especie y de manera independiente por Rigby y Col.; e igual que en ese frabajo, se

reporta que tx5a produce hiperactividad y movimientos espasmodicos al ser inyectada
intracranealmente a ratones.

Un nuevo esqueleto de conotoxinas conteniendo cuatro Cys en la especie C. marmoreus
Mucho ha sido reportado de manera independiente por dos grupos (Mcintosh y Col., 2000; Balaji y
Col., 2000). En este caso, la secuencia de los residuos se asemeja mas a la que se presenta en las
o-conotoxinas, pero estos péptidos, denominados A-conotoxinas, presentan una caracteristica
novedosa, la interconexion de las Cys es C1-C4 y C2-C3; lo cual es demostrado por ambos grupos
mediante la sintesis de los péptidos. Mclntosh y Col. reportan también la secuencia del propéptido
obtenida mediante clonacion, y sugieren que la elevada homologia en la region correspondiente a la
secuencia sefial de los propéptidos de las A-conotoxinas, con los correspondientes para las e-
conotoxinas permite colocar a estos dos grupos en la misma superfamilia, esto es, en la T-
superfamilia.
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A-MrVIA VIZCGYRLIHON Bafaji y Col., 2000
A-MIVIB=mri0a NGVICGYRLOHOU Balaji y Cot., 2000; Mcintosh y Col., 2000
A-MrX GICCGVSFCYOC Balaji y Col., 2000

En la tabla XX se muestran las secuencias deducidas de clones que presentarian diferentes
T-conotoxinas, segun los propéptidos identificados en las especies C. purpurascens {piscivora), C.
gloriamaris y textile {molusquicivoros), y C. imperiafis (vermivoro); v las e-conotoxinas que han sido
efectivamente aisladas de venenos de Conus hasta ahora. Estas estructuras se comparan con la
secuencia del péptido SpiH. Como puede apreciarse en la tabla, los residuos intercisteina son
notablemente divergentes entre los diversos ejemplos reportados, aunque se mantiene la presencia
de entre cuatro y ¢inco residuos entre la segunda y la tercera Cys, tal y como ocurre con el péptido

aislado de C. spurius, que contiene cinco residuos (LIFYQ) entre los dos pares de Cys.

Tabla XX: Secuencias de T-conotoxinas

Deducidas de clones

P5.1 GCCPKQMRTCTLG

Gm5.1 LOCVTEDWOD

Gm5.2 VCCRPVQDCTSGK

Tx5.1 CCQTEFYWCCVOGO

Tx5.2 ECZEDG WOCTAAPLTGR

Im5.1 DWNSCCGEKNPGCIPWGK

aislados de especies de Conus

p5a GCUPROMRCTL~NH,
tx5a YZCy DGW*CCT AAC
TxiX YCCY DGW*CTCT*ARO
auda FOIPFIRYOTW

au5b FIOPVIRYCOW

Spid IINWCCLIFYQTT

C. purpurascens
C. gloriamaris

C. textile

C. imperialis

C. purpurascens
C. textile

C. aulicus

C. spurius

W* = 7-Br-W; T& = Gal-Nac-Gai-T




La evidencia estructural presentada permite sugerir que este péptido, SplH, es una -
conotoxing, y esta asignacion se refuerza al comparar la bioactividad determinada para el péptido
nativo con {a reportada el péptido s-TxIX (tx5a).

Tanto la estructura como la bioactividad de este péptido, SplH, estan determinados, vy al
pertenecer a la T-superfamilia, se sugiere el cambio de nombre como una e-conotoxina; y dado que
tenemos evidencia de que hay mas de un ejemplar de este fipo de conotoxinas en el veneno de C.
spunius, este péptido se renombra como g-SrIXA. Para completar el estudio de esta conotoxina, solo
es necesario el ensayo de la misma en alguna preparacion presinaptica que permita corroborar (o

modificar), si efectivamente la proteina blanco de su accion son canales de Ca*? acfivados por
voltaje.

CONORFAMIDAS

Es hoy en dia bien conocido que el veneno de los caracoles marinos del género Conus
contiene una alta proporcidon de toxinas caracterizadas por contener una alta proporcion del
aminoécido Cys en su estructura, que constituyen potentes y especificos antagonistas de receptores
y canales ionicos encargados de la transmision sinaptica. Estos péptidos exclusivos y caracteristicos
de los Conus que han sido denominados conotoxinas, pueden ser agrupados en solo unas pocas

familias estructurales, dependiendo de la cantidad, secuencia y conectividad de sus residuos de Cys.

Sin embargo, también han sido aislados de venenos de Conus, péptidos que pertenecen o
son analogos a familias de neuropéptidos endogenos conocidos tanto en invertebrados como en
vertebrados. Sabemos ahora que los venenos de Conos contienen conopresinas (Cruz y Col. 1987),
que son analogos de oxitocinalvasopresina, y contulakinas (Craig y Col. 1999a), que actian sobre
receptores a neurotensinas. En estos casos, y al contrario de lo que ocurre con las Conoioxinas, los

péptidos han resultado ser siempre agonistas.

Como resultado principal de la realizacion de este proyecto, se reporta el descubrimiento, en
el veneno de la especie C. spurius, de varios miembros de una nueva familia de analogos a
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neuropéptidos enddgenos, que hemos denominado CONORFAMIDAS debido a su similitud a los
miembros de la familia de los FMRF-amidopéptidos. Parte de este trabajo ha sido publicado en
Toxicon, y ia publicacion se anexa al final de este trabajo (Maillo y Col., 2001)

CONORFAMIDA Sr1 (SpIVB)

La estructura primaria de uno de los componentes mayoritarios del veneno de la especie C.
spurius, inicialmente denominado SpIVB, fue determinada mediante secuenciacion quimica y
espectrometria de masas, y corroborada mediante sintesis quimica (tanto del péptido equivalente al
nativo, como de aguei con ei carboxilo terminal libre), siendo ésta GPMGWVPVFYRF-NH..

La secuencia previa af carboxilo terminal de este péptido, (-FYRF-NH.) presenta una alta
similitud & la porcion correspondiente de los péptidos derivados del FMRF-NH;, que son una extensa
y rica familia de neuropéptidos presentes en casi todos los organismos (Tabla XXI). Por ofra parte,
tanto el peptido nativo como el sintético producen un evidente incremento de la actividad motriz en
ratones mayores de 14 dias al ser inyectados icv, y el comportamiento de los ratones inyectados con
este péptido es semejante al de ratones inyectados icv con el peptido cardioactivo FMRF-NHz, por io
que resulta evidente que el pépfido SpIVB es un analogo a este tipo de neuropéptidos, (fos péptidos
relacionados al FMRF-NH; o FaRPs). Siendo la primera vez gue un péptido de este fipo es
encontrado en el veneno de una especie de Conus, y dada la evidencia de que hay mas péptidos
relacionados a éste en el veneno de esta especie, se acuiia el término CONORFAMIDAS, para
nombrar a los péptidos pertenecientes a esta familia de péptidos presentes en venenos de especies
de Conus; debido a ello este primer ejemplar de tal tipo de conopépfidos, esto es SplVB, es
renombrado como Conorfamida Sr1.

Dado que la Conorfamida Sri nativa resuitdo activa en ratones, se procedié a la
caracterizacion de esta actividad biologica a través del analisis de los cambios de comportamiento
que produce luego de la inyeccion icv de dosis variables en ratones, para lo cual se emplearon el

péptido sintético idéntice al nativo y el péptido sintético con el carboxilo terminal libre; los resultados
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se compararon con los efectos producidos por la inyeccién icv del neuropéptido FMRF-NHz en

ratones,

Tabla XXI. Comparacion estructural entre Conorfamidas aisladas de C. spurius y FaRPs. (1)

Organismo Secuencia Referencia
Conorfamidas
C. spurius GPMGWVPVFYRF-NH, Este frabajo
C. spurius GPMy YPPDFIRY-NH, Cstetrabajo
C. spurius (2) ZVIIVPVAGGTLFRY-NH, Este frabajo
invertebradios
M. nimbosa FMRF-NH,  Pricey Greenberg, 1877
S. officinallis FIRF-NH, Loiy Tublitz, 1997
H. aspersa ZFYRF-NH, Pricey Col., 1996
L. stagnalis (3) ZFYRI-NH, Santamay Col., 1995
A. californica GSLFRF-NH, Greenberg y Price, 1992

0. mefanogaster
A. californica
L. migratoria
S. officinaflis
M. sexta
A. californica
L. migratoria (4)
C. efegans
C. vomitoria
A. suum
C. elegans

G. domesticus
R. norvergicus

SDNFMRF-NH,
GGAALFRF-NH,
GQERNFLRF -NH,
ATL.SGDAFLRF-NH,
ZDVVHSFLRF-NH,
SAPSWRPQGRF -NH,
ZLASDDYGHMRF - NH,
DFDGAMPGVLRF -NH,
APNQPSDNMIRF-NH,
SDIGISEPNFLRF-NH,
SADDSAPFGTNRF -NH,

Vertebrados
LPLRF-NH,

SLAAPQRF-NH,

Chiny Col., 1990
Greenberg y Price, 1992
Lange y Col., 1994

Loi y Tublitz, 1997
Kingan y Col., 1996
Greenberg y Price, 1992
Schoofs y Col., 1997
Liy Col., 1999

Duve y Col., 1992
Cowden y Stretfon, 1995
Nelson y Col., 1998

Dockray y Col., 1983
Vilim y Col., 1999

H. sapiens SQAFLFQPQRF-NH, Perryy Col., 1997
H. sapiens AGEGLNSQFWSLAAPQRF-NH, Perryy Col., 1997
1 Todos los FaRPs estan amidados en el carbaxilo terminal
2 Z es icide piroglutamico
3 Codificado y expresado mediante el gen para FaRPs
4 7-Tirosina Glucasilada




El péptido sintético equivalente al nativo fue probado en ratones de 11 a 24 dias de nacidos 4
y en concentraciones entre 0.09 a 3.8 nmoles/gr. Invariablemente ocasiona hiperactividad en ratones
mayores de 13 dias de nacidos, en todo el rango de las dosis probadas. La hiperactividad esta
caracterizada por un elevado incremento en el movimiento de los ratones alrededor de [a caja de
observacion, deteniéndose en cada esquina para tratar de salir de ella {trepar las paredes). En
ratones entre 17 y 20 dias de nacidos, se presenta igualmente un notable incremento en la
frecuencia de saltos dentro y hacia fuera de la caja de observacién. El péptido es inactivo en ratones
jovenes. Se probo igualmente el péptido sintético desamidado, a fin de determinar si la amidacion
del carboxilo terminal es importante para la bioactividad, concluyéndose que este péptido es mucho
menos potente que el péptido amidado, por cuanto se requieren dosis mucho mayores para obtener
Ja misma respuesta.

Como ya se ha mencionado, debido a la secuencia que presenta en la region cercana al
carboxilo terminal, se ha asumido que la Conorfamida Sr1 es un FaRPs; por lo que se determing,
mediante el mismo bioensayo, [a bioactividad del pépfido que da origen a la familia de estos
neuropéptidos. Para ello, ratones de las mismas edades fueron inyectados con dosis variables de
FMRF-NH,, obteniéndose los mismos resultados, sindrome hiperactivo en ratones mayores de 14
dias de nacidos. Se tiene conocimiento de los diferentes efectos producidos por la inyeccion icv del
péptido FMRF-NH,, en el comportamiento de mamiferos (Raffa, 1988; Kavaliers, 1990; Kavaliers y
Colwell, 1993, Raffa y Jacoby, 1990), que incluyen un aumento en la actividad de acicalado en
ratones (Raffa y Col., 1986).

Los resultados de estos experimentos, resumidos en la tabla XIV demuestran que, al igual
que el FMRF-NH,, l1a Conorfamida Sr1 produce hiperactividad en ratones de mas de 13 dias de
nacidos, y que, al igual que ocurre con los FaRPs, |a actividad disminuye considerablemente si se
elimina la amidacion del carboxilo terminal. La determinacion de la estructura y bioactividad de éste
péptido permite asignarlo como perteneciente a la familia de los FMRFamido péptidos, siendo
entonces el primero de una nueva familia de conopéptidos que se ha denominado
CONORFAMIDAS, siendo éste péptido, Conorfamida Sr1, el miembro que la define.




En 1977, Price y Greenberg separaron e identificaron al tetrapéptido FMRF-NH: de extractos
del sistema ganglionar de la almeja Microcallista nimbosa, determinando que se trataba de un
péptido capaz de aumentar y prolongar las contracciones del corazon y otros masculos en la especie
(Price y Greenberg, 1977). Estudios posteriores determinaron que este péptido se encontraba
presente en una gran variedad de especies de moluscos, y que en todas ellas resultaba
cardioexcitatorio.

Desde entonces, una enorme cantidad de péptidos relacionados a esta estructura ha sido
aislada tanto en invertebrados como vertebrados {Greenberg y Price, 1992; Espinoza y Col., 2000).
Aparentemente, todos los animales producen FaRPs (Boer y Col., 1980; Dockray y Cal., 1983; Chin
y Col., 1990; Price y Col., 1990; Boersma y Col., 1993; Johnston y Col., 1995; Fujimoto y Col., 1998;
D'Aniello y Col., 1999; Rastogi y Col., 2001, entre otros). En general, los genes de los FMRFamido
péptidos codifican diferentes estructuras que pueden repetirse muchas veces en el mismo gen (Lutz
y Col., 1992), por lo que esta la familia de neuropéptidos es sumamente rica en cada organismo
estudiado. Sin embargo, se ha determinado que en general esta abundancia de péptidos
relacionados no resulta redundante (Hewes y Col., 1998), ya que cada uno parece tener una funcion
especifica, que ademas esta definida por mecanismos variados y diferentes (Raffa, 1988). Por otra
parte se ha sugerido que Jas acciones de los FaRPs son ejercidas en los organismos por un conjunto

de estos péptidos que actiian como co-moduladores {Santama y Col., 1995).

Luego de la determinacion del genoma de la especie Caenorhabditis elegans, se ha
encontrado que los FMRFamido péptidos se expresan en por lo menos 10% de las neuronas del
nematodo, tanto motoras como sensoriales, incluyendo a interneuronas que estan encargadas del
movimiento, la alimentacion, la defecacion y la reproduccion del nematodo (Li y Col., 1999); y los
diferentes miembros de esta compleja familia de FaRPs en C. elegans cumplen variados papeles en
todos los estadios del nematodo, desde su desarrollo hasta la etapa adulta (Nelson y Col., 1998). En
este organismo se han identificado 20 genes para FaRPs, y si todos ellos fueran expresados y
completamente pracesados, darian lugar a 56 FaRPs diferentes (Bargmann, 1998). Recientemente,
se ha identificado el gen que codifica a los FMRFamido péptidos en el hombre (Perry y Col, 1997}.



Por otra parte, se ha determinado que esta familia de neuropéptidos cumple una amplia y
variada gama de funciones tanto en invertebrados como en vertebrados. En invertebrados, donde
esta familia ha sido ampliamente estudiada, sus miembros, ademas de su funcién cardioexcitatoria,
tienen accion sobre misculo no cardiaco, y nervios, estando involucrados en la cardioregulacion
(Fujiwara-Sakata y Col., 1992}, cardiorespiracion (Sanfama. y Benjamin, 2000}, control
neuromuscular (Loi y Col, 1996; Graham y Col., 2000; Davis y Stretton, 2001), reproduccion
(Armstrong y Col., 1997; Fellowes y Col.,1998; Henry y Col., 1999), osmoregulacion (Khan y Col.,
1999); movimiento {Day y Col., 1994) y alimentacién (Geary y Col., 1999; Brownlee Col., 2000). Los
FaRPs son igualmente modutadores de una serie de procesos celulares en invertebrados (Fossier y
Col, 1994; Nachman y Col., 1999; Ellis y Huddart, 2000).

En vertebrados también se han reportado acciones diversas, actuando como
neurotrasmisores, neuromoduladores, o neurohormonas (Raffa, 1988; Skerrett y Col., 1995; Pinelli y
Col., 1999). En mamiferos, se ha demostrado su accion sobre receptores opiaceos, donde actian
como moduladores (Kavaliers, 1990; Yang y Majane, 1990; Gouarderes y Col.,, 1993; Devillers y
Col., 1995; Raffa y Col., 1994; Gupta y Col., 1999); perc ademas, se han reportado efectos sobre la
fension arterial (Mues y Col., 1982; Wong y Col., 1985; Thiemermann y Col., 1991), comportamiento
(Raffa y Col., 1986; Robert y Col., 1989), la funcién endocrina (Mitsuma y Col., 1985), y se ha

sugerido gue tambien pueden ocupar un papel en procesos de aprendizaje (Kavaliers y Colwell,
1993).

Si bien ta evidencia inicial derivada de ia observacion de los efectos causados por los FaRPs
sugeria que estos péptidos actuaban modulando la accion de neurotrasmisores, es bien conocida
actualmente la existencia de diversos receptores exclusivos para ellos, y mas ain; la evidencia
disponible parece apuntar a la existencia de toda una gama de receptores para este tipo de
neuropéptidos (Payza y Col., 1989; Chin y Col., 1994; Marco y Col., 1995; Wang y Col., 1995;
Tensen y Col., 1998; Elshourbagy y Col., 2000). En este senfido, tal vez el descubrimienio mas
importante en cuanto a estos receptores para FaRPs, haya sido la reciente clonacion de miembros
de la primera familia de canales ionicos activada por péptidos (Lingueglia y Col., 1995; Cotrell,
1997). Los canales idnicos activados por FMRF-NH, y sus péptidos relacionados pertenecen a una

familia de canales cationicos que permite principalmente el paso de sodio y son bloqueados por el




diurético amilorida. Esfucturalmente, estos canales estan relacionados a la familia de las
Degenerinas (DEG), y canales de sodio epiteliales (ENaC), presentes en invertebrados y
vertebrados, y que estan implicados en la mecanosensacion, la propiocepcion, la percepcion del
dolor, la gametogénesis y el transporte de sodic epitelial (Garcia-Afioveros y Col., 1997; Coscoy v
Col., 1998; Mano y Driscoll, 1399).

Muy recientemente, canales de sodio activados por acido y estructuralmente relacionados a
las DEG/EnaC y por ende a los canales activados por FaRPs, han sido cionados de tejido nervioso
de mamiferos (Waldmann y Col., 1997; Chen y Col., 1998; Waldman y Lazdunski, 1998). Se ha
propuesto que estos canales ionicos sensibles a acido (ASIC) presentes en [as terminales nerviosas
sensoriales son responsables de la sensacion de dolor que acompafia procesos infecciosos,
inflamatorios y condiciones de isquemia; situaciones que igualmente producen incremento en la
expresion de FaRPs en los tejidos afectados (Devillers y Col., 1995; Vilim y Col., 1999). Si bien los
FaRPs no activan a este tipo de canales, se ha demostrado que tanto FMRF-NH2 como el FaRPs FF
(FLFQPQRF-NHy) potencian las corrientes generadas por la apertura de ASIC en medio acido
(Askwith y Coi., 2000).

Las Conorfamidas representan el tercer grupo de péptidos claramente analogos a familias
de neuropéptidos, presente en venenos de Conus. El primero de elios (familia de
vasopresina/oxitocina), fue descubierto con el aislamiento de Conopresina-G del veneno de C.
geographus (Cruz y Col., 1987), y posteriormente se demostré que este péptido es un neuropéptido
endogeno de la familia de la vasopresina, presente en una variedad de moluscos (Nielsen y Col.,
1994). No puede decirse lo mismo de la segunda familia de analogos a neuropéptidos endogenos
proveniente de especies de Conus; la Contulakina-G, aislada también del veneno de C. geographus,
representa el primer ejemplo conocido de miembros de la familia de las neurotensinas provenientes
de una fuente de invertebrados (Craig y Col., 1999a).

Aun asi, no han sido adn elucidadas las razones por las cuales neuropéptidos endégenos, o
analogos a éstos y por ello con funciones especificas, son expresados en los venenos de Conus;
pero se ha argumentado que su presencia en el veneno podria formar parte de la estrategia

empleada por estos caracoles en el proceso de envenenamiento. Asi, la presencia de Conopresinas



en el veneno de Conus podria acelerar la entrada del veneno, gracias a la constriccién de las
arterias en el sitio de la inyeccidn producida por las vasopresinas presentes en el veneno (Nielsen y
Col., 1994); pero también se ha especulado que muchos de los péptidos presentes en la mezcla que
forma el veneno de los Conus podrian estar alli para fines diferentes al proceso de envenenamiento,

como defenderse de sus propios depredadores, o desalentar a posibles competidores (Olivera,
1999).

Cada una de las mas de 500 especies de Conus contiene en su veneno entre 50 y 200
pépfidos diferentes, cada uno de los cuales produce evidentes cambios de comportamiento cuando
es introducido en el sistema nervioso de un animal (Olivera y Col., 1990); sin embargo existe
evidencia de que no todos estos péptidos estan directamente involucrados en el proceso de
envenenamiento de la presa, sino que pueden igualmente estar alli para otro fipo de interacciones
bidticas, tales como la de defensa contra depredadores o para competir con ofras especies del
género en la caza de presas (Olivera 1999).

Ha sido ampliamente reportado el efecto de los FaRPs tanto en la alimentacion, la
reproduccion y el movimiento de varios invertebrados, especialmente en nematodos donde la
expresion de FaRPs es abundante y variada (Armstrong y Col., 1997; Brownlee y Walker, 1999;
Fellowes y Col., 1998; Graham y Col., 2000; Henry y Col., 1999; Johnston y Col., 1995; Kimber y
Col., 2001; Loi y Tublitz, 1997; entre ofros). Por ofra parte, también ha sido reportada Ia reaccion
cruzada de los FaRPs entre especies de diferentes phyla, especiaimente aquellas que ocurren entre
especies de helmintos (Geary y Col., 1999; Marks y Col., 1997; Walker y Col., 1993); mas aun, se ha
reportado que FaRPs de C. efegans paralizan a A. suum (Reinitz y Col., 2000}.

Esta evidencia permite teorizar en cuanto a las razones de la presencia de Conorfamidas en
el veneno de Conus spurius; que es una especie vermivora. L.a expresion de analogos a FaRPs en
el veneno podria estar dirigida a intervenir en el movimiento de la posible presa, inclusive
produciéndole paralisis; o a influir en posibles depredadores o competidores afectando su apetito o
capacidad de reproduccion. En todo ¢aso, es muy posible, tal y como ocurre en la mayor parte de los
moluscos hasta ahora estudiados, que los Conus posean su propio conjunto de FaRPs, por lo que la

suposicion de que !a presencia de Conorfamidas en el veneno de estos caracoles obedece a




propdsitos bioldgicos diferentes a los enddgenos, requiere investigar si las Conorfamidas aisladas de
C. spurius se expresan en olros tgjidos del molusco y cumplen alguna funcién en ellos.

Conorfamida Sr2 (SpllA) y Conorfamida Sr3 {SpIVA)

La estructura del péptido inicialmente denominado SpllA, presente también en el veneno de
C. spurius. fue determinada mediante secuenciacion quimica y espectrometria de masas, vy resulta
sorprendentemente similar a la que corresponde a la Conorfamida Sri.

Conorfamida Sr1 CEMCWVEVIYRE-NE,
SpllA TPy YPEDFIRY-NH;

La bioactividad de SpllA nativo no pudo ser ensayada debido a la poca cantidad disponible
de péptido, ast que se procedio a su sintesis quimica con el fin, tanto de corroborar la estructura,
como de hacer los ensayos de bioactividad de este conopéptido. El producto obtenido mediante
sintesis quimica tiene el mismo PM gque el péptido nativo, pero al ser purificado mediante HPLC
mostrd un tiempo de retencion diferente. La posibilidad de que esta diferencia se debiera a la
amidacion del carboxilo terminal fue definitivamente descartada mediante sintesis {corroborada por
espectrometria de masas), de los dos péptidos (ver tabla Xl), por lo que se presume que la
diferencia entre los tiempos de refencion de los péptidos nativo y sintélico, se deba a la presencia en
el primero de al menos un D-aminoéacido.

Con ¢! fin de determinar la posicion del (os) D-aminoacido(s), se procedio, como primer
paso, a realizar hidrolisis enzimatica de L-SpitA sintética con Asp-N, y corte del mismo péptido con
CNBr. Se pretendia emplear al péptido sintético para optimizar las condiciones de estas dos
reacciones y lograr reconocer, mediante espectrometria de masas y HPLC, cada uno de los
fragmentos obtenidas; y repetir luego el proceso con el material nativo. Comparando entonces los
tiempos de retencion de los diferentes fragmentos obtenidos tanto de SpllA nativo como de la

especie sintética L-SplIA, seria posible determinar en cudl de ellos se encuentra el D-aminoacido. En
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la tabla Xl se muestran los fragmentos esperados y obtenidos luego de ambos cortes efectuados
sobre L-SpliA.

La hidrolisis enzimatica con Asp-N da lugar a una mezcla de reaccién compleja, que varia
segun la concentracion usada de la enzima y el tiempo de reaccién. Uno de los fragmentos fue
identificado mediante espectrometria de masas como DFIRY-NH,, por lo que se deduce que es
probable que el fragmento adyacente al grupo NH: que resta de la molécula también se produzca
durante el corte enzimatico, sin embargo, esto no ha podido ser corroborado ain mediante
espectrometria de masas. Esta parte de la molécula (GPMyyPP) es la que contiene los dos residuos
de Gla, por lo que es posible que en el medio de reaccion uno de ellos, 0 ambos sufran
descarboxilacion transformandose en acido glutdmico lo que permitiria nuevos cortes enzimaficos
por cuanto la enzima Asp-N puede hidrolizar también a este residuo. La reaccion con CNBr da lugar
a tres fragmentos. El andlisis por espectrometria de masas del primero de ellos, sumamente
hidrofilico, indica que éste corresponde al tripéptido adyacente al NHz; y uno de los otros dos
fragmentos corresponde al resto de la molécula con uno de sus residuos de Gla descarboxilado.
Estos resultados no garantizan que sera posible, por esta via, determinar la posicion del D-

aminoacido en SpllA si no se dispone de cantidad suficiente del péptido nativo.

La presencia de un D-aminoacide en la estructura de SpllIA es una modificacion
postrasduccional, que ha sido previamente encontrada en otras conotoxinas (Jiménez y Col., 1996).
También el &cido y-carboxiglutamico es una modificacion postrasduccional usualmente encontrada
en conotoxinas (Craig y Col,, 1999b), y siios de reconocimiento para la carboxilacion del Glu han
sido reconocidos en la secuencia de los precursores de conotoxinas (Bush y Col., 1999). La tabla
XXIi muestra las estructuras de varios péptidos que confienen un D-aminoacido, entre ellos, se
muestra un FaRPs aislado del molusco Mytilus edulis, y los Contrifanos, aislados de especies de
Conus. Como puede verse en la tabla, independientemente de cual sea el D-aminoacido, en todos
los péptidos pequenos que no contienen Cys, éste ocupa la penitima posicion, mientras que en [os
Contrifanos, que son tambiéen péptidos pequefios pero gue estan constrefiidos por el puente disulfuro

que se establece entre los dos residuos de Cys, el D-aminoacido ocupa la cuarta posicion.



secuencia de SpllA con la de la Conorfamida Sr1, (méas del 50% de homologia entre los residuos
de ambos péptidos), permite considerar a estos dos péptidos dentro de la misma familia, por lo que
el péptido SpllA es renombrado como Conorfamida Sr2.

Sin embargo, la Conorfamida Sr2 presenta al aminoacido Tyr en lugar de Phe en la Glfima
posicion de su estructura y, hasta el presente, no existen reportes del aislamiento de algln ofro
FaRPs que presente al aminoacido Tyr en esta posicion; siendo que, en general, esta posicion esta
ocupada por el aminoacido Phe (ver tabla XXI). La existencia de una “familia” de péptidos
relacionados a FMRF-NH; fue inicialmente propuesta por Morris en 1992 en estudios de péptidos
cardiactivos pequefios; y sugirié entonces que la unidad clave que define la actividad de esta familia
es ~FxRy-NHz, donde X e Y son aminodcidos hidrofobicos (Morris y Col., 1982), y que el penultimo
residuc de Arg y la amidacion del carboxilo terminal resultaban imprescindibles para la funcionalidad
y/o la estabilidad del péptido. Espinoza y Col., en un reciente recuento efectuado sobre todos los
integrantes de esta familia reportados en la literatura, han definido dos conceptos diferentes: FLPs
son péptidos que terminan en RF-NH,, y FaRPs son péptidos evolucionariamente relacionados al
FMRF-NHz (Espinoza y Col., 2000). En ese reporte, presentan una secuencia consenso para los
FLPs aislados de moluscos, (0 predichos por las secuencias de los genes que los codifican en
moluscos), que termina en —(F,L,R,Y)}-{F.L,G,L,M,P,TY)-(R)-(F)-NH>, pero tal y como lo aclaran los
autores, consideran en su reporte (nicamente a los FLPs, para “evitar la demostracién de verdadera

homologia evolucionaria entre los FaRPs que frecuentemente es dificil o imposible”.

El hecho de gue hasta el presente no haya ofro reporte de péptidos pertenecientes a la
familia de los FMRFamide peptidos gque terminen en Tyr, sin embargo, no imposibilita que la
Conorfamida Sr2 pudiese catalogarse como tal, ya que, en esencia, cumple con la definicion que
hicieran Morris y Col. en 1982 para este tipo de péptidos. La literatura presenta ademas dos casos
que difieren de la secuencia consenso presentada hasta ahora, y que apoyan la designacion de la
Conorfamida Sr2 como un FaRPs: En primer lugar, los péptidos EFLRI-NH; Y ZFYRI-NH; han sido
identificados en Lymnaea stagnalis (Santama y Col., 1995); ambos péptidos estan codificados en el
gen para FaRPs del caracol, y se ha detectado que cumplen funciones similares al resto de los
FaRPs expresados por el organismo. Luego, se ha reportado que uno de los genes que codifican

los FaRPs del nematodo C. efegans predice la existencia de una copia de un péptido terminado en
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PNFMRY-NH, (Day y Maule, 1999). En ambos casos, se cumple el motivo funcional —FxRy-NH,
sugerido por Morris y Col., como requisito funcional de los FaRPs; més aun, la secuencia del péptido
codificado por el gen (fip)-1 de C. elegans terminaria especificamente con el aminodcido Tyr
amidado. En todo caso, la asignacion de la Conorfamida Sr2 como un FaRPs se sustenta también
con el descubrimiento de la tercera Conorfamida en el veneno de C. spurius, esio es, la
Conorfamida Sr3, cuya estructura termina también con el aminoacido Tyr amidado.

El péptido inicialmente denominado SpIVA es ofro de los productos mayoritarios que
conforman el veneno de C. spurius, y su estructura, determinada mediante corte enzimético,
secuenciacion y espectrometria de masas, presenta homologia con las Conorfamida Sr1y $12, y
por ende, con los FaRPs, por lo que ha sido renombrada como Conorfamida Sr3. Cabe sefialar que
este nuevo miembro de la familia de las Conorfamidas contiene Leu en lugar de Phe en la cuarta
posicion a partir del carboxilo terminal, pero este aminoéeido es uno de los que usualmente ocupan
gsta posicion en FaRPs de moluscos, por lo que su presencia alli no impide la asignacion efectuada.
En la tercera posicion a partir del carboxilo terminal, la Conorfamida Sr2 tiene al aminoacido ile. Por
otra parte y al igual que la Conorfamida Sr1, este péptido nativo produce hiperactividad cuando es
inyectada icv en ratones.

Péptido Estructura
Conorfamida Sr1 GPMGWVPV.YRF-NH,
Conorfamida Sr2 GPMy YPPD.7IRY~-NH;
Conorfamida Sr3 ZVIIVPVAGGTLFRY -NH,

Nuevamente es valido preguntarse si las Conorfamidas $r2 y Sr3 forman parte del conjunto
de los FaRPs que sin duda debe procesar el caracol C. spurius para ser usado por su propio sistema
peptidérgico, o si la expresion de estos péptidos en el veneno se realiza con fines especificos de
defensa o ataque. Es bien sabido que los moluscos expresan una ampiia y variada gama de FaRPs,
en general estructuraimente relacionados, lo que sustentaria la existencia de estas ofras

Conorfamidas en C. spurius, guedando solamente por elucidar si también estos péptidos son
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igualmente expresados en otros tejidos del animal, y si se encuentran codificados, junto con la
Conorfamida Sr1, en un gen tipico para FaRPs, es decir, un gen que codifica varias copias de
diferentes FaRPs.

Sin embargo, la presencia de tres Conorfamidas diferentes en el veneno de C. spurius,
aunado a los hechos de que es la primera vez que se aisla un FaRPs de veneno de Conus y que la
especie C. spurius es vermivora, apoya el dirigir la especulacion en cuanto a que esta nueva familia
de neuropéptidos, las Conorfamidas, cumplen funciones especificas en el veneno: Al igual que las
especies piscivoras de Conus contienen en su veneno una serie de conotoxinas que interactuan
especificamente con la capacidad de movimiento de su presa natural, los vertebrados; el caracol
vermivoro C. spurius expresa en su veneno una serie de estructuras de FaRPs que podrian ser
capaces de influir sobre el movimiento y la supervivencia de sus presas, depredadores o posibles
competidores.

CONORFAMIDAS ANALOGAS

Como vya se ha indicado, es bien conocida la capacidad que tienen los diferentes
componentes de los venenos de los Conus de modificar el comportamiento cuando estos son
inyectados en el sistema nervioso central de ratones; y luego es posible realizar un reconacimiento
integrativo de este fenomeno al detectar tanto el receptor bianco del péptido, como la localizacion de
este y de ofras moléculas co-expresadas con el receptor en el organismo (Olivera y Col., 1999). Una
vez conocidos los efectos sobre el comportamiento ejercidos por la inyeccion central ejercido por un
determinado tipo de molécula, resulta util conocer como éste es afectado por diversas
modificaciones del compuesto inicial. Esto ha permitido determinar qué porciones de la molecula son
cruciales para la actividad, y ha abierto el camino para el descubrimiento de subtipos diferentes del

receptor blanco, o de nuevos receptores, entre otros.
Las Conorfamidas presentes en el veneno de C. spurius tienen actividad biologica en

mamiferos. La inyeccion icv de las Conorfamidas Sr1 y Sr3 nativas en ratones mayores de 14 dias
de nacidos ocasionan hiperactividad, fal como lo hace el péptido FMRF-NH,, prototipo de los
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FMRFamido péptidos. Aunque la bioactividad de la Conorfamida Sr2 nafiva no pudo ser probada
debido a la poca cantidad disponible de éste péptido, es posible suponer que su actividad debe ser
parecida.

En este trabajo se determinaron los efectos que producidos por fa Conorfamida St1 y
analogos sintéficos a ésta, mediante la inyeccién icv en ratones. Se demuestra que [a Conorfamida
Sr2 debe contener en su estructura al menos un D-aminoacido, por comparacion con &l péptido
sintetizado con solamente L-aminodcidos. Si bien la presencia de un D-aminoacido en la
Conorfamida Sr2 podria ser fundamental para la actividad, tal y como ocurre en el caso de las
dermorfinas y deltorfinas (Negri y Col., 2000), también se ha reportado que el [L-Trp¥contrifano tiene
actividad similar al contrifano natural que contiene D-Trp en esta posicion (Jiménez y Col., 1996), por
lo que ia determinacion de la actividad para el analogo sintético todo L resulta interesante, y este
péptido sintético, la L-Conorfamida Sr2 (CNF2), es una de las conorfamidas analogas estudiadas.
Por ofra parte, al comparar las estructuras de las Conorfamidas Sr1 y Sr2 se observan dos aspectos
resaltantes. En primer lugar, la Conorfamida Sr2 presenta dos residuos de Gla para sustituir los
residuos de Gly y Trp de la 4* y 52 posicion, que podrian resultar son importantes para la actividad;
ademas, este péptido presenta una porcion cercana al carboxilo terminal que difiere
considerablemente del patrén mas frecuente de terminacién de los FMRFamido péptidos (RF-NH2).

Por estas razones se decidié emplear las estructuras base de las Conorfamidas Sri y Sr2
para preparar analogos sintéticos que permitieran estudiar la relacion entre la esfructura y la
bioactividad para estos peptidos. Para ello, se sintetizaron, ademas de la Conorfamida Sr1 (CFN1) y
la L-Conorfamida Sr2 (CNF2), dos péptidos analogos cuyas estructuras s& muestran en la tabla
XX!il. En el primero de ellos, CNF3, los dos residuos de Gla de CNF2 se sustituyeron con Glu, a fin
de determinar que tan importantes son aquellos para la bioactividad; el sequndo péptido anélogo
sintético, CNF4, se prepard como un hibrido entre la Conorfamidas Sr1 y CNF2, los primeros 8
residuos son los mismos de la L-Conorfamida Sr2, y los Ultimos cuatro son idénticos a los de la
Conorfamida Sr1, y similares a los usuales para la porcion final de los FaRPs. Estos cuatro péptidos
sintéticos fueron utilizados para determinar la bioactividad en vertebrados las Conorfamidas.



Los péptidos sintéticos analogos fueron bioensayados en ratones, tal y como se hizo con la
Conorfamida Sr1, mediante inveccion icv de dosis variables en ratones de 11 a 23 dias de nacidos.
Dada la evidente hiperactividad producida por la inyeccion de 1a Conorfamida Sr1 sintética, este
péptido fue empleado como conirol positivo, ademas de la usual inyeccidn de ratones control
sotamente con solucién salina normal {control negativo).

Tabla XXiil. Estructura de Conorfamidas naturales y sintéticas.

Péptido Estructura
CNF1 GPMGWVPVFYRF~NH,
CNF2 CEMy YPPDFIRY-NH,
CNF3 GEMEEPPDFIRY-NH,
CNF4 GPMy YPPDFYRF-NH,

Los resultados de estos bioensayos, resumidos en las tablas XVII y XVill, demuestran que
todos los analogos ensayados producen SINDROME HIPERACTIVO, que ya se ha descrito como el
incremento de la duracion y la velocidad del movimiento del raton alrededor de la caja de
observacion, de la tendencia a trepar las paredes en fas esquinas, y de la frecuencia de salios
dentro y hacia fuera de la caja. Igualmente se observd que, ademas de la hiperactividad, los
andlogos sintéeticos CNF2, CNF3 y CNF4 producen SENSIBILIDAD AL TACTO (definido como el
comportamiento de los ratones que al tratar de ser focados huyen violentamente, ¢ inclusive chillan
al ser tocades), y SENSIBILIDAD A RUIDOS DE BAJO NIVEL {donde se dice que los ratones
presentan este sintoma si al ser sometidos a un ruido de muy bajo volumen, como el chasquear los
dedos dentro de la caja, ef raton se paraliza echando fas orejas hacia atras, y luce aterrorizado,
permaneciendo en este estado por unos minutos, tras lo cual prosigue con su comportamiento
hiperactivo si la dosis aplicada no es muy aita).

El analisis de los ensayos de bioactividad muestra aspectos sumamente interesantes, en

cada uno de los sintomas observados, que varian segin la edad de los animales ensayados. Como



ya se ha mencionado, la Conorfamida Sr1 produce hiperactividad solamente en ratones de mas de
14 dias, y lo mismo ocurre luego de la inyeccion de los analogos sintéticos, o cual parece indicar
que la {o las) molécula blanco de éstos péptidos, responsable del comportamiento hiperactivo,
podria no estar aun desarrollado en ratones jovenes.

La inyeccidn de Conorfamida Sr1 en ratones jévenes produce sensibilidad al tacto en casila
mitad de los casos, mientras gue este sintoma se presentan en cambio en la casi totalidad de los
ratones jovenes inyectados con los péptidos andlogos CNF2, CNF3 y CNF4. En el caso particular
del peéptido analogo CNF2, la sensibilidad al tacto se presenta como un sintoma constante,
independientemente de la edad del ratdn, y acompafiando a la hiperactividad en ratones de mas de
14 dias, mientras que la sensibilidad al tacto parece sustituir a la hiperactividad. Un porcentaje
considerable de rafones jovenes inyectades con Conorfamida Sr1, CNF2 y CNF3 presentan ademas,
sensibilidad 2 los ruidos de pajo nivel, siendo de nuevo este sintoma una constante que acompafia
la hiperactividad en ratones inyectados con el péptido andlogo CNF2. En todos los casos ademas, ia
hiperactividad consfituia casi el Unico efecto a dosis muy bajas.

Los resultados obtenidos de estos bioensayos permiten hacer algunas especulaciones en
cuanto a relacién estructura/actividad de los péptidos analizados. En primer lugar, resulta evidente
que el péptido andlogo CNF2 es muche mas activo que el resto de las estructuras estudiadas:
Ademas de la hiperactividad, este péptido, equivalente a la L-Conorfamida Sr2 produce sensibilidad
al tacto y a los ruidos de bajo nivel en casi todos los casos, y resulia oportuno recordar que esta
molécula contiene dos residuos de Gla en su esfructura. La presencia de modificaciones
postrasduccionales en conotoxinas es muy frecuente (Craig y Col., 1997), en particular, abunda la
amidacion del carboxile terminal, que pretende estabilizar al péptido frente a la accion de proteasas;
y la carboxilacion del acido glutamico, que se ha reportado como responsable de la estabilizacion de
la esfructura tridimensional de los péptidos {Lin y Col., 1997). La presencia de estos dos residuos de
Gla en la estructura de la Conorfamida Sr2 podria significar una ventaja adaptativa de la especie

destinada a incrementar el efecto perseguido en los organismos con los que interactia.

La sensibilidad al tacto se mantiene luego de la inyeccién de los péptidos sinteticos analogos

CNF3 y CNF4, siendo que estos dos peptidos son muy similares entre si en fa primera porcion de su
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estructura, y la sensibilidad a ruidos de bajo nivel no es un efecto importante luego de la inyeccion
del péptido CNF4, gue termina con los mismos residuos presentes en la Conorfamida Sr1, que por
otra parte son similares a los que presentan la mayoria de los FaRPs. Estos pépfidos podrian estar
actuando sobre subfipos diferentes de un mismo blanco molecular, y fas variaciones podrian
significar diferencia en las afinidades de cada uno de los péptidos detivadas de los cambios en su
estructura, o indicar diferencias en cuanto al sitio por el cual se unen al mismo receptor; pero
también es posible que las diferencias se deban a las dosis empleadas, y sea necesario una mayor
cantidad de péptido para intetferir con algunos de los posibles hlancos o sitios de unién en los
mismos. En todo caso, resulta necesario ubicar el receptor blfanco de ias Conorfamidas y realizar

ensayos en presencia de diferentes tipos de agonistas y antagonistas a fin de clarificar los resultados
obienidos.

En todo caso, el sintoma principal que se observa luego de la inyeccién tanto de
Conorfamida Sr1 como de sus anaiogos sintéticos no resulta exfraiio dado que los pépfidos
bicensayados pertenecen a la familia de los FMRFamido péptidos, ya que es bien conocida la
influencia de estos péptidos en los procesos reiacionados con el dolor: Por una parte se ha
demostrado la modulacién que gjercen algunos FaRPs en la apertura de canales de sodio activados
por acido, que estan implicados en la sensacion del dolor (Chen y Col., 1998 y Askwith y Col., 2000).
Esta accion se confirma cuando se demuestra [a sobre-expresion de FaRPs de mamiferos que
ocurfe en tejidos expuestos a modelos de dolor inflamatorio (Vilim y Col., 1999); ademas, diferentes
FaRPs de mamiferos son capaces de ejercer potente actividad anti- (Roumy y Zajac, 1998}, o pro-
opioide {Gouarderes y Col., 1993), segin la ruta de administracion, y se ha demostrado que estos
efectos no estan mediados por la unidn de FaRPs a los receptores opiaceos {Raffa y Coal., 1594),
sino a otros que ie son propios (Marco y Col., 1995).

Es bien conocido el hecho de la inyeccién central de péptidos opiaceos y sus analogos en
ratones produce alteraciones de la actividad locomotora; asi, inyecciones icv del u-opiaceo
apomorfina en ratones produce incrementos de fa locomocion fineal, movimiento circular y
acicalamiento (Ukai y Col., 1991), e inyecciones icv de nociceptina, agonista del receptor opioide
ORL1, estimulan la locomaocian en ratones (Florin y Col., 1996). El analisis de estos cambios en el

comportamiento permiten determinar ofro tipo de interacciones;, como ejempio, €l evidente
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incremento en la locomocion causada por ia inyeccion icv del opiaceo dinorfina y algunos de sus
anélogos en ratones es reducida por la co-administracion de diversos antagonistas del receptor a
glutamato agonizado por NMDA, indicando que los efectos de los opiaceos (caracterizados por el
correr de manera incontrolada, incrementos en el salto, movimiento circular y rodar), envuelven la
participacion del receptor excitatorio de NMDA (Shukla y Col., 1997). Por ofra parte, también se ha
reportado una dependencia entre la congceniracion de los opiaceos y el tipo de los efectos
presentados, asi, el opiaceo Nociceptina/orfanina FQ estimula la locomocion espontanea en ratones
cuando es inyectado icv a dosis bajas, mientras que a dosis altas, la inhibe (Rizzi y Col., 2001).
También se ha reportado incremento de la actividad locomotora debida a la inyeccion icv de diversos
opiaceos a cobayos {Boty Col., 1992).

En todo caso, el descubrimiento de las Conorfamidas en el veneno de C. spurius abre fodo
un mundo de positilidades. Actualmente fos FaRPs constituyen una familia de neuropéptidos de
excelente potencial en cuanto a sus posibles aplicaciones, no solamente en cuanio a su posible
accion en fa modulacién del dolor, sino en su uso como antiparasitarios. La morbilidad mundial
debida a la infeccion por helmintos en humanos es alarmante, y constantemente se hacen grandes
esfuerzos en ia blisqueda de una quimioterapia efectiva contra estas infecciones, ya que el uso
indiscriminado de los antihelminticos disponibles conduce a la generacién de parasifos con
resistencia a los farmacos en uso (Day y Maule, 1999). La atencion de muchos parasitélogos se ha
centrado recientemente en el estudio de los neuropéptidos de los helmintos, especialmente en los
FaRPs abundantes en nematodos no parasitos, como la especie C. elegans, ya que debido al cruce
inter-phyla en las acciones de estos neuropéptidos, su empleo como antiparasitarios luce
prometedor.
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CONCLUSICNES

Se aistaron, purificaron y caracterizaron quimicamente cuatro péptidos del veneno de la especie
Conus spurius.

Tres de los péptidos aislados, modifican ef comportamiente de ratones cuando se inyectan en
su sistema nervioso central.

Uno de los péptidos aislados y caracterizados, la e-SrIXA, pertenece a la superfamilia de las T-
conotoxinas, previamente reportada en especies del género Conus, con actividad sobre la
liberacion de neurotrasmisores en la sinapsis colinérgica de Aplysia.

Los ofros tres peptidos aislados y caracterizados son analogos a los miembros de la familia de
los FMRFamido péptidos, siendo la primera vez que se demuestra la presencia de este tipo de
péptidos en el veneno de una especie de Conus. Estos péptidos han sido denominados
CONORFAMIDAS.



BIBLIOGRAFiIA

10.

1.

Abbott, R. T. y Dance, S. P. (1990). Compendium of Seashells, 4th Edition, E.P. Dutton, Inc.,
New York, USA. Pp 267

Adams, M. E. y Olivera, B. M. (1994). Neurotoxins: Overview of an emerging research
technology. TINS, 17: 151-155.

Armstrong, E. P., Hatton, D. W., Tinsley, R. C., Cable, J., Johnston, R. N., Johnston, C. F. y
Shaw, C. (1997). Immunocytochemical evidence for the involvement of an FMRFamide-

related peptide in egg production in the flatworm parasite Polystoma nearcticum. J. Comp.
Neurol. 377(1): 41-48.

Askwith, C. C., Cheng, C., lkuma, M., Benson, C., Price, M. P. y Wesh, M. J. (2000).
Neuropeptide FF and FMRFamide Potentiate Acid-Evoked Currents from Sensory Neurons
and Proton-Gated DEG/EnaC Channels. Neuron 26; 133-141.

Balaji, R. A, Ohtakes, A, Kazuki, S., Gopalakrishnakone, P., Kini, R. M., Tong-Seow, K. y

Bay, B-H. (2000). A-Conotoxins, a New Family of Conotoxins with Unique Disulphide Pattern
and Protein Folding. J. Biol. Chem. 275: 39516-39522.

Bandyopadhyay, P K., Colledge, C.J., Walker, C.S., Zhou, LM., Hillyard, D.R. y Olivera, B.M.
(1998) Conantokin-G precursor and its role in y-carboxylation by vitamin K-dependent
carboxylase from a Conus snail. J. Biol. Chem. 273: 5447-5450.

Bargmann, C. 1. (1998). Neurobiology of the Caenorhabditis elegans genome. Scignce 282:
2028-2033.

Boer, H. H., Schot, L. P., Veenstra, J. A. y Reichelt, D. (1980). Immunocytochemical
identification of neural elements in the central nervous systems of a snail, some insects, a
fish, and a mammal with an anfiserum to the molluscan cardio-excitatory tetrapeptide FMRF-
amide. Cell Tissue Res 213(1):21-27.

Boersma, C.J., Sonnemans, M. A. y Van Leeuwen, F. W. {1993). Immunocytochemical
localization of neuropeptide FF (FMRF amide-like peptide}) in the hypothalamo-
neurohypophyseal system of Wistar and Brattleboro rats by light and electron microscopy. J.
Comp. Neurol. 336(4): 555-570.

Bot, G., Chahl, L. A., Brent, P. J. y Johnston, P. A. (1992). Effects of intracerebroventricularly
administered mu-, delta-, and kappa-opioid agonist on focomotor activity of the guinea pig
and the pharmacology of the locomotor response to U50,488H. Neuropharmacology 31(9):
825-833.

Broccardo, M., Erspamer, V., Falconieri-Erspamer, G., Improta, G., Linari, G., Melchiorri, P_,
y Montecicchi, P. C. (1981). Pharmacological data on dermorphins, a new class of potent
opioid peptides from amphibian skin. Br. J. Pharmacol. 73: 625-631.

28



’.._—-_—-—-------

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Cruz, L. J., de Santos, V., Zafaralla, G. C., Ramilo, C. A, Zeikus, R., Gray, W. R. y Olivera,
B. M. (1987). Invertebrate Vasopressin/Oxytocin Homologs. J. Biol Chem. 262: 15821-
15824.

D'Aniello, B., Pinelli, C., Jadhao, A. G, Rastogi, R. K. y Meyer, D. L. {1999). Comparative
analysis of FMRFamide-like immunoreactivity in caiman (Caiman crocodifus) and turtle
(Trachemys scripta elegans) brains. Cell Tissue Res. 298(3): 549-559.

Davis, R. E. y Stretton, A. O. {2001). Structure-activity relationships of 18 endogenous

neuropeptides on the motornervous system of the nematode Ascaris suum. Peptides 22(1):
7-23 (2001).

Day, T. A, Maule, A. G, Shaw, C., Halton, D. W., Moore, S., Bennett, J. L. y Pax R. A.
(1994). Platyhelminth FMRFamide-related peptides (FaRPs) contract Schistosoma mansoni
(Trematoda: Digenea) muscle fibres in vitro. Parasitology 109{4): 455-459,

Day, T. A y Maule, A. G. (1999). Parasific peptides! The structure and function of
neuropepfides in parasitic worms. Peptides 20: 999-1019.

Devillers, J. P., Boisserig, F., Laulin, J. P., Larcher, A. y Simonnet, G. {1995). Simultaneous
activation of spinal antiopioid system (neuropeptide FF) and pain facilitatory circuitry by
stimulation of opioid receptors in rats. Brain Res. 700(1-2}: 173-181.

Dockray, G. J., Reeve, J. R., Shively, J., Gayton, R. J. y Barnard, C. S. (1983). A novel active
pentapeptide from chicken brain identified by antibodies to FMRFamide. Nature 305(5932):
328-330.

Duda, T. F. y Palumby, S. R. (1999a). Molecular genetics of ecological diversification:
Duplication and rapid evolution of toxin genes of the venomous gastropod Conus. Proc. Natff.
Acad. Sci. (USA) 96(12); 6820-6823.

Duda, T. F y Palumbi, S. R. {1999b). Developmental shifts and species selection in
gastropods. Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 96(18): 10272-10277.

Duve, H,, Johsen, A. H., Sewell, J. C., Scott, A. G, Orchard, |., Rehfeld, J. F. y Thorpe, A.
(1992). Isolation, structure, and activity of-Phe-Met-Arg-Phe-NH2 neurcpeptides (designated
calliFMRFamides) from the blowfly Calfiphora vomitoria. Proc. Natl. Acad. Sci. {USA) 89:
2326-2330.

Ellis, A. M. y Huddart, H. (2000). Excitation evoked by FMRFamide and FLRFamide in the
heart of Buccinum undatum and evidence for inositol 1,4 5-trisphosphate as an RF-
tetrapepfide second messenger. J. Comp. Physiol. B 170(5-6): 351-356.

Elshourbagy, N. A, Ames, R. S, Fitzgerald, L. R., Foley, J. J., Chambers, J. K., Szekeres, P.

G., Evans, N. A, Schmidt, D. B., Buckley, P. T., Dytko, G. M., Murdock, P. R., Milligan, G.,
Groarke, D. A, Tan, K. B.. Shabon, U., Nuthulaganti, P., Wang, D. Y., Wilson, S., Bergsma,

M)



{——-—------.---

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

D. J., y Sarau, H. M. {(2000). Receptor for the pain modulatory neuropeptides FF and AF is
an orphan G protein-coupled receptor. J. Biol. Chem. 275(34): 25965-71.

England, L. J., Imperial, J., Jacobsen, R., Craig, A. G., Gulyas, J., Akhtar, M., Rivier, J.,
Julius, D. y Olivera, B. M. (1998). Inactivation of a Serotonin-Gated lon Channel by a
Polypeptide Toxin from Marine Snails. Science 281: 575-578.

Erspamer, V., Melchiorri, P., Falconieri-Erspamer, G., Negri, L., Corsi, R., Severini, C., Barra,
D., Simmanco, M., y Kreil, G. (1989). Deltorphins: a family of naturally occurring peptide with

high affinity and selectivity for 5-opioid binding sites. Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 86: 5188-
5192.

Espinoza, E., Carrigan, M., Thomas, S. G., Shaw, G. y Edison, A. S. (2000). A Statistical
View of FMRFamide Neuropeptide Diversity. Mol. Neurobiol. 21: 35-56.

Fainzilber, M., Gordon, D., Hasson, A., Spira, M. Y Zlotkin, E. (1991). Mollusk-specific toxins
from the venom of Conus textife neovicarius. Eur. J. Biochem. 202: 589-595.

Fainzilber, M., Hasson, A., Oren, R., Burlingame, A. L., Gordon, D., Spira, M. E. y Zlotkin, E.

{1994). New mollusk-specific ci-conotoxins block Aplysia neuronal acetylcholine receptors.
Biochem. 33: 9523-9529.

Fainzilber, M., Nakamura, T., Lodder, J. C., Zlotkin, E., Kits, K. S., y Burlingame, A. L.

(1998). v-Conotoxin-PnVIIA, A y-Carboxyglutamate-Containing Peptide Agonist of Neuronal
Pacemaker Cation Currents. Biochem. 37: 1470-1477.

Farr-Jones.S., Miljanich, G. P., Nadashi, L., Ramachandran, J. y Basus, W. (1995). Solution
Structure of w-Conotoxin MVIIC, a High Affinity Ligand of P-type Calcium Channels, using 'H
NMR Spectroscopy and Complete Relaxation Matrix Analysis. J. Mol. Biol., 248: 106-124.

Fegan, D. y Andersen, D. (1997). Conus geographus envenomation. The Lancet 349: 1672.
Fellowes, R. A, Maule, A. G., Marks, N. J., Geary, T. G, Thompson, D. P., Shaw, C. y
Halton. D. W. {1998). Modulation of the motility of the vagina vera of Ascaris suum in vitro by
FMRF amide-related peptides. Parasitology 116(3); 277-287.

Florin, S., Suaudeau, C., Meunier, J. C. y Costentin, J. (1396). Nociceptin stimulates
locomotion and exploratory behaviour in mice. Eur. J. Pharmacol. 317(1): 8-13.

Fossier, P., Baux, G. y Tauc, L. {1994). Presynaptic mechanisms regulating Ca?-
concentration triggering acetylcholine release at an identified neuro-neurcnal synapse of
Aplysia. Neuroscience $3(2). 405-414.

Fujimoto, K., Kobota, ., Yasuda-Kamatani, Y., Minakata, H., Nomoto, K., Yoshida, M.,
Harada. A, Muneoka, Y. y Kobayashi, M. {1991). Purification of achantin-| from the atria of

Ui



48,

50.

51.

52.

53.

54.

39.

56.

57.

58.

59.

60.

the African gian snail Achantina fulica, and its possible function. Biochem. Biophys. Res.
Com. 177: 847-853.

Fujimote, M., Takeshita, K., Wang, X., Takabatake, |., Fujisawa, Y., Teranishi, H., Ohtani, M.,
Muneoka, Y. y Onta, S. (1998). Isolation and characterization of a novel bioactive peptide,
Carassius RFamide (C-RFa), from the brain of the Japanese crucian carp. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 242(2): 436-440.

Fujisawa, Y, lkeda, T., Nomoto, K., Yasuda-Kamatani, Y., Minakata, H., Kenny, P. T,,
Kubota, .y Munecka, Y. (1992). The FMRFamide-related decapeptide of Mytilus contains a
D-amino acid residue. Comp. Biochem. Physiol. C 10Z(1): 91-95.

Fujiwara-Sakata, M. y Kobayashi, M. (1992). Neuropeptides regulate the cardiac activity of a
prosobranch mollusc, Rapana thomasiana. Cell. Tissue. Res. 269(2): 241-247.

Garcia-Afioveros, J., Derfler, B., Neville-Golden, J, Hyman, B. T. y Corey, D. P. {1997).
BnaC1 and BnaC2 constitute a new family of human neuronal sodium channels related to
degenerins and epithelial sodium channels. Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 94: 1459-1464,

Geary, T. G., Marks, N. J., Maule, A. G., Bowman, J. W., Alexander-Bowman, S. J., Day, T.
A, Larsen, J., Kubiak, T. M., Davis, J. P. y Thompson, D. P. (1999). Pharmacology of
FMRFamide-related peptides in helminths. Ann. N. Y. Acad. Sci. 897: 212-227.

Gibbs, W. W. (1996). A new way to spell relief. V-e-n-o-m, a toxin from killer sea snails
promises a better painkiller. Scientific American 274: 20-21.

Gouarderes, C., Sutak, M., Zajac, J. M. y Jhamandas, K. (1993). Antinociceptive effects of
infrathecally administered F8Famide and FMRFamide in the rat. Ewr. J. Pharmacol 237(1):
73-81.

Graham, M. K., Fairweather, I. y McGeown, J. G. (2000}). Second messengers mediating
mechanical responses to the FARP GYIRFamide in the fluke Fasciola hepatica. Am. J.
Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 279(6): R2089-2094.

Gray, W. R y Olivera, B. M. (1988). Peptide Toxins from venomous Conus Snails. Ann. Rev.
Biochem. 57: 665-700.

Greenberg, M. J. y Price, D. A. (1992). Relationships among the FMRFamide-fike peptides.
Prog. Brain Res. 92: 25-37.

Gupta, S., Pasha, S., Gupta, Y. K. y Bhardwaj, D. K. {1998). Chimeric pepfide of Met-
enkephalin and FMRFa induces antinociception and attenuates development of tolerance fo
morphine antinociception. Peptides, 20(4): 471-478.

Haack, J. A., Rivier, J., Parks, T. N, Mena, E. E,, Cruz, L. J. y Olivera, B. M. (1990).

Conantokin-T. A vy-carboxyglutamate containing peptide with N-methyl-D-aspartate
antagonist activity. J. Biol. Chem. 265: 6025-6029.

l)z



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

Henry, J., Zatylny, C. y Boucaud-Camou, E. (1999). Pepfidergic control of egg-laying in the
cephalopod Sepia officinafis: involvement of FMRFamide and FMRFamide-related peptides.
Peptides 20(2): 1061-1070,

Hewes, R. S., Snowdeal, E. C., Saitoe, M. y Taghert, P. H. (1998). Functional redundancy of
FMRFamide-related peptides at the Drosophifa larval neuromuscutar junction. J. Neurosci.
18(18). 7138-7151.

Hillyard, D. R., Monje, V. D., Mintz, . M., Bean, B. P., Nadasdi, L., Ramachandran, J.,
Miljanich, G., Azimi-Zoonooz, A., Mclntosh, J. M., Cruz, L. J., Imperial, J. S. y Olivera, B. M.
{1992). A New Conus Peptide Ligand for Mammalian Presynaptic CaZ Channels. Neuron 9:
69-77.

Hopkins, C., Grilley, M., Miller, C., Shon, K. J., Cruz, L. J., Gray, W. R., Dykert, J., Rivier, J,
Yoshikami, D. y Olivera, B. M. (1995). A New Family of Conus Peptides Targeted to the
Nicotinic Acetyicholine Receptor. J. Biol. Chem. 270: 22361-22367.

Jacobsen, R. B., Jimenez, E. C., Grilley, M., Watkins, M., Hillyard, D., Cruz, L. J., y Olivera,
B. M. (1998). The confryphans, a D-tryptophan containing family of Conus peptides:
interconversion between conformers. J. Peptide Res. 51: 173-179.

Jménez, E. C, Qlivera, B. M., Gray, W. R,, y Cruz, L. J. (1996). Contryphan Is a D-
Tryptophan containing Conus Peptide. J. Biol. Chem. 271(45); 28002-28005.

Johnson, D. S., Martinez, J., Elgoyhen, A. B, Heinemann, S. S., y Mcintosh, J. M. (1995) o~
Conotoxin Imi Exhibits Subtype-Specific Nicofinic Acetyicholine Receptor Blockade:
Preferential Inhibition of Homomeric o7 and o9 Receptors. Mol. Pharmacol. 48; 194-199.

Johnston, R. N., Shaw, C., Haiton, D. W., Verhaert, P. y Baguna, J. (1995). GYIRF-amide: a
novel FMRFamide-related peptide (FaRP) from the triclad turbellarian, Dugesia tigrina.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 209(2): 689-697.

Kavaliers, M. (1990). Inhibitory influences of mammalian FMRFamide (Phe-Met-Arg-Phe-
amide)-related peptides on nociception and morphine- and stress-induced analgesia in mice.
Neurosci. Lett. 115(2-3): 307-312.

Kavaliers, M. y Colwell, D. D. (1993). Neuropeptide FF (FLQPRFamide) and 1gG from
neuropeptide FF antiserum affect spatial learning in mice. Neurosci. Left. 157; 75-78.

Khan, H. R., Price, D. A, Doble, K. E, Greenberg, M. J. y Saleuddin, A. S. {1999).
Osmoregulation and FMRFamide-related pepfides in the salt marsh snal Melampus
bidentatus (Say) (Mollusca: Pulmonata). Biol. Bull. 196(2): 153-162.

Kimber, M. J., Fleming, C. C., Bjourson, A. J., Halton, D. W. y Maule, A. G. (2001).

FMRFamide-related peptides in potato cyst nematodes. Mol Biochem. Parasitol. 116(2):
199-208.

93



73.

74.

75.

76.

7.

78.
79.
80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Kingan, T., Shabanowitz, J., Hunt, D. y Witten, J. (1996). Characterization of two myotrophic
neuropepfides in the FMRFamide family from the segmental ganglia of the moth Manduca
sexta: candidate neurchormones and neuromodulators. J. Exp. Biol. 199(5): 1095-1104.

Kits, K. S., Lodder, J. C., van der Schors, R., Li, K. W., Geraerts, W. P. M., y Fainzilber, M.
(1996). Novel o-Conotoxins Block Dihydropyridine-Insensitive High Voltage-Activated
Calcium Channels in Molluscan Neurons. J. Neurochem. 67: 2155-2163.

Kohn, A. J. (19586). Piscivorous Gastropods of the Genus Conus. Proc. Nafl. Acad. Sci.
(USA) 42: 168-171.

Khon, A. J., Saunders, P. R. y Wiener, S. (1960). Preliminary Studies on the Venom of the
Marine Snail Conus. Ann. N. Y. Acad. Sci. 90: 706-725.

Kohn, A. J., Nybakken, J. W. y Van Mol, J-J (1972).Radula Tooth Structure of the Gastropod
Conus imperialis Elucidated by Scanning Electron Microscopy. Science 176: 49-51.

Kohn, A. J. (1990). Tempo and mode of evolution in Conidae. Malacologia 32(1): 55-67.
Kreil, G. (1997). D-Amino acids in animal pepfides. Annu. Rev. Biochem. 66; 337-345.

Lange, A. B., Peef, N. M. y Orchard, |. (1994). Isolation, sequence, and bicactivity of
FMRFamide-related peptides from the locust ventral nerve cord. Peptides 15: 1089-1094.

Lev-Ram, V., Olivera, B. M. y Levitan, . B. (1993). A toxin from the venom of the predator
snail Conus textife modulates currents in Aplysia bursting pacemaker neuron. Brain. Res.
640 48-55.

Li, C., Kim, K. y Nelson, L. S. (1999). FMRFamide-related neuropeptide gene family in
Caenorhabditis elegans. Brain Res. 848(1-2): 26-34.

Lin, C. H., Chen, C. S, Hsu, K. 3., King, D. S. y Lyu, P. C. {1997). Role of modified glutamic
acid in the helical structure of conantokin-T. FEBS Letifers 407: 243-248.

Lingueglia, E., Champigny, G., Lazdunski, M. y Barbry, P. (1995). Cloning of the amiloride-
sensitive FMRFamide peptide-gated sodium channel. Nafure 378(6558): 730-733.

Lirazan, M., Hooper, D., Corpuz, G. P., Ramilo, C. A., Brandyopadhyay, P., Cruz, L. J. y
Olivera, B. M. (2000). The Spasmodic Peptide Defines a New Conotoxin Superfamily.
Biochem. 39(7): 1583-1588.

Loi, P. K., Saunders, R.,, Young, D. y Tublitz, N. {1996). Peptidergic regulation of
chromatophore function in the European cuttlefish Sepia officinafis. J. Exp. Biol 199(5):
1177-1187.

Loi, P. K. y Tublitz, N. (1997). Molecular analysis of FMRFamide- and FMRFamide-related
peptides (FaRPS} in the cuttiefish Sepia officinalis. J. Exp. Biol. 200(10): 1433-1489.

G4




88.

89.

90.

.

02.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Lutz, E. M., MacDonald, M., Hettles, S., Price, D. A., Cotrell, G. A y Sommerville, J. (1992).
Structure of cDNA clones and genomic DNA encoding FMRFamide-related peplides (FaRPs)
in Helix. Mol. Cefl Neurosci. 3: 373-382.

Maillo, M., Aguilar, M. B., Lépez-Vera, E., Craig, A. G., Bulaj, G., Olivera, B. M. y Heimer de
la Cotera, E. P. {2001). Conorfamide, a Conus vemon peptide belonging to the RFamide
family of neuropeptides. Toxicon {en prensa).

Mano, I. y Driscoll, M. (1999). DEG/EnaC channels: a touchy superfamily tha watches its
salt. BioEssays 21: 568-578.

Marcano, D. y Hasegawa, M (1991). Fitoquimica Orgénica. Ediciones Universidad Central de
Venezuela, CDCH, Caracas Venezuela. Pp. 307, 312, 336 y 361.

Marco, N., Stinus, L., Allard, M., Le Moal, M. y Simonnet, G. (1995). Neuropepfide
FLFQRFamide receptors within the ventral mesenchephalon and dopaminergic terminal
areas: localization and functional antiopicid involvement. Neuroscience 64(4): 1035-1044.

Marks, N. J, Maule, A. G., Halton, D. W., Geary, T. G., Shaw, C. y Thompson, D. P. (1997).
Pharmacological effects of nematode FMRFamide-related peptides (FaRPs) on muscle
contractility of the trematode, Fasciola hepatica. Parasitology 114(6): 531-539.

Martinez, J. S., Olivera, B. M., Gray, W. R, Craig, A. G., Groebe, D. R., Abramson, S. N. y

Meclntosh, J. M. (1995). a-conotoxin El, a new nicotinic acetylcholine receptor antagonist with
novel selectivity. Biochem. 34: 14519-14526.

Maslennikov, I.V., Shenkarev, Z.0., Zhmak, M.N., lvanov, V.T., Methfessel, C., Tsetlin, V.I. y
Arseniev, A.S5.(1999). NMR spatial structure of ai-conotoxin Iml reveals a common scaffold in

snail and snake toxins recognizing neuronal nicotinic acetylcholine receptors. FEBS Lett.
444: 275-280.

Miljanich, G. P. {1997). Venom Pepfides as Humans Pharmaceuticals. Science and Medicine
4(5). 6-15.

Mitsuma, T., Nogimori, T., De Heng, S. y Chaya, M. (1985). Stimulatory effect of PMRPamide
(Phe-Met-Arg-Phe-NH;) on thyrotropin secrefion in rats. Endocrinof. Exp. 19(4): 205-211.

Morris, H. R., Panico, M., Karplus, A., Lloyd, P. E. y Riniker, B. (1982). Elucidation by FAB-
MS of the structure af a new cardioactive peptide from Aplysia. Nature 300: 643-645.

Mues, G., Fuchs, |., Wei, E. T., Weber, E., Evans, C. J., Barchas, J. D. y Chang, J. K. (1982).
Blood pressure elevation in rats by peripheral administration of Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Arg-Phe
and the invertebrate neuropeptide, Phe-Met-Arg-Phe-NH. Life Sci. 31(23): 2555-2561.

Myers, R. A, Cruz, L. J.,, Rivier, J. y Olivera, B. M. {1993). Conus peptides as chemical
probes for receptors and ion channels. Chem, Rev. 93: 1923-1936.

95



101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

11

2.

113.

Mcintosh, J. M, Foderaro, T. A, Li, W,, Ireland, C. M. y Olivera, B. M. (1993). Presence of
Serotonin in the Vienom of Conus imperialis. Toxicon 31: 1561-1566.

Meintosh, J. M., Ghomashchi, F., Gelb, M. H., Doocley, D. J., Stoehr, S. J., Giordani, A. B.,
Naishitt, S. R. y Olivera, B. M. (1995a). Conodipine-M, a Novel Phospholipase Az Isolated
from the Venom of the Marine Snail Conus Magus. J. Biol. Chem. 270: 3518-3526.

Mcintosh, J. M., Hasson, A., Spira, M. E., Gray, W. R,, Li, W., Marsh, M., Hillyard, D. R. y
Olivera, B. M. (1995b). A New Family of Conotoxins That Blocks Voltage-gated Sodium
Channels. J. Biol. Chem. 270: 16796-16802.

Mclntosh, J. M., Santos, A. D. and Olivera, B. M. (1999) Conus Peptides Targeted to Specific
Nicotinic Acetylcholine Receptor Subtypes. Ann. Rev. Biochem., 68; 59-88.

Meintosh, J. M., Corpuz, G. O., Layer, R. T., Garret, J. E., Wagstaff, J. D., Bulgj, G,
Viyazovkina, A., Yoshikami, D., Cruz, L. J.,, y Olivera, B. M. (2000). Isolation and
Characterization of a Novel Conus Peptide with Apparent Antinociceptive Activity. J. Biol.
Chem. 275(42): 32391-32397.

Nachman, R. J., Giard, W., Lange, A. y Favrel, P. {1999). Stimulation of alpha-amylase
release in the scallop Pecten maximus by the myosuppressins. Structure-activity
relationships. Ann. N. Y. Acad. Sci. 897. 273-81.

Negri, L., Melchiorri, P. y Lattanzi, R. (2000). Pharmacology of Amphibian Opiate Peptides.
Peptides 21: 1639-1647.

Nelson, L. S., Kim, K., Memmott, J. E. y Li, C. (1998). FMRFamide-related gene family in the
nematode, Caenorhabditis elegans. Mol. Brain Res. 58(1-2): 103-111.

Nielsen, D. B., Dykert, J., Rivier, J. E. y Mcintosh, J. M. (1994). Isolation of Lys-Conopressin-
G from the Venom of the worm-hunting snail Conus imperialis. Toxicon 32: 645-848.

Ohta, N., Kubota, I., Takao, T., Shimonishi, Y., Yasuda-Kamatani, Y., Minakata, H., Nomoto,
K., Muneoka, Y., y Kobayashi, M. (1991). Fulicin, a novel neuropeptide containing a D-amino
acid residue isolated from the ganglia of Achantina fulica. Biochem. Biophys. Res. Com.
178(2): 486-493.

Olivera, B. M., Gray, W. R., Zeikus, R., Mclntosh, J. M., Varga, J., Rivier, J., de Santos, V. y
Cruz, L. J. (1985a). Pepfide Neurotexins from Fish-Hunting Cone Snails. Science 230: 1338-
1343.

Olivera, B. M., McIntosh, J. M., Clark, C., Middelmas, D., Gray, W. R. y Cruz, L. J. (1985b). A
Sleep-Inducing Peptide from Conus geographus Venom. Toxicon 23(2): 277-282.

Olivera, B. M., Rivier, J., Clark, C., Ramilo, C., Corpuz, G. P., Abogadie, F. C., Mena, E. E,

Woodward, S. R, Hiliyard, D. R. y Cruz, L. J. (1990). Diversity of Conus neuropeptides.
Science 249; 257-263.

96



114.

115.

116.

17.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124,

125.

126.

127.

Olivera, B. M., Rivier, J., Scott, J. K., Hillyard, D. R. y Cruz, L. J. {1991). Conotoxins. J. Biol.
Chem. 266: 22067-22070.

Olivera, B. M., Milianich, G., Ramachandran, |. y Adams, M. E. {1994). Calcium channel
diversity and neurotransmitter release: The w-conotoxing and w-agatoxins. Ann. Rev.
Biochem. 63: 823-867.

Olivera, B. M. (1997). Conus Venom Peptides, Receptor and fon Channel Targets, and Drug
Design: 50 Million Years of Neuropharmacology. Mol. Biol. Cell 8: 2101-2109.

Olivera, B. M. (1999). Conus Venom Peptides: correlating chemistry and behavior. J. Comp.
Physiol. A 185; 353-358.

Olivera, B. M., Cruz, L. J. y Yoshikami, D. (1999). Effects of Conus pepfides on the behavior
of mice. Curr. Opinion in Neurobiology, 9: 772-777.

Olivera, B. M. (2000). w-Conotoxin MVIIA; From Marine Snail Venom to Analgesic Drug.
Drugs From The Sea, Fusetani, N. (ed). Basel, Karger, pp 74-85.

Olivera, B. M. y Cruz, L. J. (2000). Conotoxins, in retrospect. Toxicon 39: 7-14.

Payza, K., Greenberg, M. J. y Price, D. A. (1989). Further characterization of Helix
FMRFamide receptors: kinetics, tissue distribution, and interactions with the endogenous
heptapeptides. Peptides 10(3): 657-661.

Perry, S. J., Yi-Kung Huang, E., Cronk, D., Bagust, J., Sharma, R., Walker, R. J., Wilson, S.,
y Burke, J. F. (1997). A human gene encoding morphine modulating peptides related to
NPFF and FMRFamide. FEBS Left. 409(3): 426-30.

Pinelli, C., D’Aniello, B., Fiorentino, M., Calace, P., Di Meglio, M., lela, L., Meyer, D. L,
Bagnara, J. T. Y Rastogi, R. K. {1999). Distribution of FMRFamide-like Inmunoreactivity in
the Amphibian Brain: Comparative Analysis. J. Comp. Neurol. 414: 275-305.

Price, D. A. y Greenberg, M. J. (1977). Structure of a molluscan cardioexitatory
neuropeptide. Science 197: 670-671.

Price, D. A., Doble, K. E., Lesser, W., Greenberg, M. J., Swiderek, K. M., Lee T. D., Lutz, E.
M., Sommerville, J., Falconer, S. y Cottrell, G. A. (1996). The peptide pQFYRFamide is
encoded on the FMRFamide precursor of the snail Helix aspersa but does not activate the
FMRFamide-gated sodium current. Biof. Bull. 191(3): 341-352.

Price, D. A, Lesser, W., Lee, T. D., Doble, K. E. y Greenberg, M. J. (1990}. Seven
FMRFamide-related and two SCP-related cardioactive peptides from Helix. J. Exp. Biof. 154
421-437.

Raffa, R. B., Heyman, J. y Porreca, F. (1986). Intrathecal FMRFamide {Phe-Met-Arg-Phe-
NHs) induces excessive grooming behavior in mice. Neurosci. Lett. 65(1): 94-98.



128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

138.

137.

138.

139.

Raffa, R. B. (1988). The Action of FMRFamide {Phe-Met-Arg-Phe-NH2) and Related Peptides
on Mammals. Peptides 9: 915-922.

Raffa, R. B. y Jacoby, H. I. (1990). Effect of Phe-D-Met-Arg-Phe-NH: and other Phe-Met-Arg-
Phe-NHz-related peptides on mouse colonic propulsive motility: a structure-activity
relationship study. J. Pharmacol. Exp. Ther. 254(3): 809-814.

Raffa, R. B., Kim, A., Rice, K. C., de Costa, B. R., Codd, E. E. y Rothman, R. B. (1994). Low
Affinity of FMRFamide and Four FaRPs (FMRFamide-related peptides), Including the
Mammalian-Derived FaRPs F-8-Famide (NPFF) and A-18-Famide, for Opioid 1, 8, x4, 2,
or k2 Receptors. Peptides 15(3): 401-404.

Ramilo, C.A,, Zafaralla, G. C., Nadashi, L., Hammerland, L. G., Yoshikami, D., Gray, W. R,
Kristipati, R., Ramachandran, J., Miljanich, G., Olivera, B. M. y Cruz, L. J. (1992). Novel o-
and w-Conotoxins from Conus striatus Venom. Biochem. 31: 9919-8926.

Rastogi, R. K., D'Aniello, B., Pinelli, C., Fiorentino, M., Di Fiore, M. M., Di Meglio, M. y lela, L.
{(2001). FMRFamide in the amphibian brain: A comprehensive survey. Microsc. Res. Tech.
54(3): 158-172.

Reinitz, C. A., Herfel, H. G., Messinger, L. A. y Stretton, A. O. (2000). Changes in locomotory
behavior and ¢cAMP produced in Ascaris suum by neuropeptides from Ascaris suum or
Caenorhabditis elegans. Mol, Biochem. Parasitol. 141(1): 185-97.

Rigby, A. C., Lucas-Meunier, E., Kalume, D. E., Czerwiec, E., Hambe, B., Dahlqvist, I.,
Fossier, P., Baux, G., Roepstorff, P., Baleja, J. D., Furie, B. C., Furig, B., and Stenflo, J.
(1999) A conotoxin from Conus fextife with unusual postiranslational modifications reduces
presynaptic Ca influx”, Proc. Nafl. Acad. Sci. (USA) 96: 5758-5763.

Rizzi, A., Bigoni, R., Marzola, G., Guerrini, R., Salvadori, S., Regoli, D. Y Calo, G. (2001).
Characterization of the locomotor activity-inhibiting effect of nociceptin/orphanin FQ in mice.
Naunyn-Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol. 363: 161-165.

Robert, J. J., Orosco, M., Rouch, C., Jacquot, C. y Cohen, Y. (1989). Unexpected responses
of the obese "cafeteria” rat to the peptide FMRF-amide. Pharmacol. Biochem. Behav. 34(2):
341-344.

Roumy, M. y Zajac, J. M. (1998). Neuropeptide FF, pain and analgesia. Eur. J. Pharmacol.
345(1): 1-11.

Russell, F. E. (1995). Toxic Effects of Animals Toxins, en Casarett & Douli's TOXICOLOGY.
The Basic Science of Poisons. McGraw-Hill. U. S. A., Capitulo 26, Pp. 801-839.

Santama, N., Wheeler, C. H., Skingsley, D. R., Yeoman, M. S., Bright, K., Kaye, |., Burke, J.
F. y Benjamin, P. R. {1995). ldentification, distribution and physiological activity of three novel

98



140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

neuropeptides of Lymnaea: EFLRIamide and pQFYRIlamide encoded by the FMRFamide
gene, and a related peptide. Eur. J. Neurosci. 7(2): 234-246.

Santama, N. y Benjamin, P. R. {2000). Gene expression and function of FMRFamide-related
neuropeptides in the snail Lymnaea. Microsc. Res. Tech. 49(6): 547-56

Schoofs, L., Veelaert, D., Vanden Broeck, J. y De Loof, A. (1997). Peptides in the locusts,
Locusta migratoria and Schistocerca gregaria. Peptides, 18(1): 145-156.

Sharpe, |. A, Gehrmann, J., Loughnan, M. L., Thomas, L., Adams, D. A., Atkins, A., Palant,
E., Craik, D. J., Alewood, D. J. y Lewis, R. J. {2001). Two new classes of conopefides inhibit
the a1-adrenoreceptor and noradrenaline fransporter. Nafure Neurosci., 4(9): 902-907.

Shon, K. J., Hasson, A., Spira, E., Cruz, L., Gray, W. y Olivera, B. (1994). 3-Conotoxina
GmVIA, a Novel Peptide from the Venom of Conus gloriamaris. Biochem. 33; 11420-11425.

Shon, K. J., Grilley, M., Jacobsen, R., Carfier, E., Hopkins, C., Gray, W. R., Watkins, M.,
Hillyard, D. R ., Rivier, J., Torres, J., Yoshikami, D. y Olivera, B. M. (1997). A Noncompetitive
Peptide Inhibitor of the Nicofinic Acetylcholine Receptor from Conus purpurascens Venom.
Biochem. 36: 9581-9587.

Shon, K. J., Stocker, M., Terau, H., Stuhmer, W., Jacobsen, R., Craig, W., Grilley, M.,

Hillyard, D. R., Gray, W. R. y Olivera, B. M. (1998). «-Conotoxin PVIIA Is a Peptide Inhibiting
the Shaker K+ Channel. J. Biol. Chem. 273(1): 33-38.

Shukla, V. K., Prasad, J. A. y Lemaire, S. (1997). Nonopioid motor effects of dynorphin A and
related peptides: structure dependence and role of the N-methyl-D-aspartate receptor. J.
Pharmacol. Exp. Ther. 283(2). 604-610.

Skerrett, M., Peaire, A, Quigley, P. y Mercier, A. (1995). Physiological effects of two
FMRFamide-related peptides from the crayfish Procambarus clarkii. J. Exp. Biol. 198(1): 109-
116.

Spira, M. E., Hasson, A, Fainzilber, M., Gordon, D. y Zlotkin, E. {1993). Chemical and
electrophysiological characterization of new peptide neurotoxins from the venom of the
molluscivorous snail Conus textife neovicarius: A review. fsrael J. Med. Sci. 29: 530-543.

Takemura, M., Kishino, J., Yamatodani, A. y Wada, H. (1989). Inhibition of histamine from rat

hypothalamic slices by w-conotoxin GVIA, but not by nilvadipine, a dihydropyridine
derivative. Brain Res. 49: 351-356.

Tensen, C. P, Cox, K. J. A, Smit, A. B., van der Schors, R. C., Meyerhof, W., Richter, D.,
Planta, R. J., Hermann, P. M., van Minnen, J., Geraerts, W. P. M., Knol, J. C., Burke, J. F.,
Vreugdenhil., E. y van Heerikhuizen, H. (1998). The Lymnaea cardioexcitatory peptide
(LyCEP) receptor. a G-protein-coupled receptor for a novel member of the RFamide
neuropeptide family. J. Neurosci. 18: 9812-9821.

99



151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

158.

160.

161.

162.

163.

Terlau, H., Shon, K. J., Grilley, M., Stocker, M., Stunmer, W. y Olivera, B. M. (1996). Strategy
for rapid immobilization of prey by a fish-hunting marine snail. Nature 381: 148-151.

Thiemermann, C., al-Damluji, S., Hecker, M. y Vane, J. R. (1991). FMRF-amide and L-Arg-L-
Phe increase blood pressure and heart rate in the anaesthetised rat by central stimulation of
the sympathetic nervous system. Biochem. Biophys. Res. Commun. 175(1): 318-324.

Trease, G. E. y Evans, W. C. (1978). Pharmacognosy. Cassell & Coilier MacMillan
Publishers Ltd. London, England. Pp.218-219.

Ukai, M., Toyoshi, T. y Kameyama, T. (1991). DAGO ([D-Ala2,N-Me-Phe4,Gly-oljenkephalin)
specifically reverses apomorphine-induced increase in rearing and grooming in the mouse.
Brain Res. 557 77-82.

Vallarino, M., Trabucchi, M. y Vaudry, H. {(1998). Neuropeptides in the lungfish brain:
phylogenetic implication. Ann. N. Y. Acad. Sci. 839: 53-59.

Vilim, F. S., Aarnisalo, A. A., Nieminen, M-L, Linfunen, M., Karlstedt, K., Kontinen, V. K.,
Kalso, E., States, B., Panula, P. y Ziff, E. (1999). Gene for Pain Modulatory Neuropeptide
NPFEF: Induction in Spinal Cord by Noxius Stimuli. Mo!. Pharmcol. 55: 804-811.

Waldman, R., Champigny, G., Bassilana, F., Heurteaux, C. y Lazdunski, M. (1997). A proton-
gated cation channel involved in acid-sensing. Nature 386: 173-177.

Waldman, R. y Lazdunski, M. {1998). H*-gated cafion channels: neuronal acid sensors in the
NaC/DEG family of ion channels. Curr. Op. Neurobiol. 8: 19-31.

Walker, R. J., Holden-Dye, L. y Franks, C. J. {1993). Physiological and pharmacological
studies on annelid and nematode body wall muscle. Comp. Biochem. Physiol. C 106(1): 49-
58.

Walker, C. S., Steel. D., Jacobsen, R. B, Lirazan, M. B., Cruz, L. J., Hooper, D., Shetiy, R.,
DelaCruz, R. C., Nielsen, J. S., Zhou, L. M., Bandyopadhyay, P., Craig, A. G. Y Qlivera, B.
M. (1999). The T-superfamily of Conotoxins. J. Biol. Chem. 274(43). 30664-30671.

Wang, Z, Orchard, |, Lange, A. B, Chen, X. y Starraft, A. N. {1995). A single receptor
transduces both inhibitory and stimufatory signals of FMRFamide-related peptides. Peptides
16(7): 1181-1186.

Waong, T. M., Greenberg, M. J. y Tse, S. Y. (1985). Cardiovascular effects of intraventricular
injection of FMRFamide, Met-enkephalin and their common analogues in the rat Comp.
Biochem. Physiof. C 81(1). 175-179

Woodward, S. R., Cruz, L. J., Ofivera, B. M. y Hillyard, D. R. (1990). Constant and
hypervariable regions in conotoxin propeptides. EMBO 9(4): 1015-1020.

1




164.

165.
166.

Yang, H. Y. y Majane, E. A. (1990). Mammalian Phe-Met-Arg-Phe-NH2-like peptides:
structure, biological activity and disfribution. Prog. Clin. Biol. Res. 342: 86-91

Guia Internet de Gastropodos Marinos de Hardy (www.Gastropods.com)

Pagina Web de Giancarlo Paganelli (www.coneshell.nef)

([8]




Anexo 1. Resultados de bioensayos: CONTROLES

# n Péptido Edad Peso Reaccion Rec. Duracién Duracion Se duerme
ratén raton ala  (minDl) actividad saltos  (minDl)

(dias) {gr) inyeccion (min) {min)
1 Control 11  6.14 N 4 0 0 13
2 2 Control 11 6.2 N 7 0 0 32
Promedio 6.18 6 0 0 23
3 Control 12  5.68 N 7 0 0 *
4 Confrol 12 6.23 N 2 0 0 68
5 3 Control 12 747 N 5 10 0 26
Promedio 6.46 5 3 0 Kk
Promedio si hay actividad 6.46 5 10 0 47
) Control 13 543 N 2 0 0 43
7 Control 13 547 N 2 0 0 44
8 Control 13 6.30 N 1 0 0 *
9 Control 13 646 N 8 10 0 23
10 Control 13 6.96 N 3 5 0 20
11 Control 13 6.71 N 4 5 0 24
12 Control 13 6.72 N 3 12 0 43
13 8 Control 13 914 N 6 14 0 40
Promedio 6.65 4 6 0 30
Promedio si hay actividad 4 9 0 34
14 Control 14 594 N 5 0 0 15
15 Control 14 664 N 8 0 0 61
16 3 Control 14 747 N 3 0 0 55
Promedio 6.68 5 0 0 44
Promedio si hay actividad 6.68 5 0 0 44

N Reaccion normal a la inyeccion: Después de inyectado el raton se queda quieto por un fapso variable.
Se considera recuperado de la inyeccidn ctiando comienza a moverse, a oler, 0 a rascarse y
acicalarse.

No ilego a dormirse durante el tiempo de observacion.

*

14




Anexo 1. Resultados de hioensayos: CONTROLES (Continuaci6n)

# n Péptido  Edad Peso Reaccion Rec. Duracion Duracién Se duerme
ratobn raton ala  (minDI) actividad saltos  (min DI)

(dias) (gr) inyeccion {min) (min)
17 Control 15 550 N 8 27 6 60
18 Control 15  8.02 N 1 0 0 16
19 Control 15  8.06 N 4 0 0 24
20 Control (1) 15 8.60 N 3 4 0 56
21 5 Control 15  8.83 N 10 2 0 32
Promedio 7.80 5 6 1 38
Promedio si hay actividad 7.80 5 1 6 38
22 Confrol 16 577 N 3 0 0 *
23 Control (2) 16 590 N 3 37 0 64
24 Control (3) 16 6.66 N 3 3 0 *
25 Control 16 6.78 N 5 0 0 49
26 Control 16 6.98 N 5 0 0 *
27 6 Control 16 713 N 8 0 0 21
Promedic 6.54 5 7 0 22
Promedio si hay actividad 6.54 5 20 0 45
28 Control 17 5.83 N 4 13 0 49
29 Control 17 586 N 3 5 0 25
30 Contfrol 17 6.20 N 4 25 11 *
31 Control 17  6.66 N 4 9 0 27
32 Control 17 7.08 N 6 0 0 43
33 Control 17 747 N 5 0 0 12
34 Control 17 7.21 N 4 9 0 45
35 Control 17 745 N 9 0 0 36
36 Control 17 7.52 N § 12 0 83
37 Control 17  7.58 N 10 4 0 41
38 Control 17 7.58 N 6 27 2 42
39 Control 17 7.89 N 5 0 0 11
40 Control 17 8.23 N 12 0 0 49
41 Control (4) 17 8.57 N 6 21 0 59
42 Control 17 874 N 9 3 0 57

1 Elraton saltd una vez a los 12’ después de la inyeccion; fres veces alos 40'; luego saltaalos 46 y a
los 48", una vez cada vez. El resto del tiempo estuvo quieto.

2 Salto desveces, alos 49y alos 51' respectivamente.

Salto unavez alos 9"

4 Saltbunavezalos 34

%)
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Anexo 1. Resultados de bioensayos: CONTROLES (Continuacién)

# n Péptido Edad Peso Reaccion Rec. Duraciéon Duracion Se duerme
raton ratbn  ala  (minDI) actividad saltos  {minDI)

(dias) {gr) inyeccion {min} (min)

43 Control 17 10.20 N 8 0 0 *
44 17 Control 17 10.95 N 8 0 0 *
Promedio 7.69 6 7 1 34
Promedic si hay actividad 7.69 6 12 6 41
45 Control 18 6.35 N 3 28 17 61
46 Control 18 719 N 2 17 0 30
47 3 Control 18 7.73 N 7 0 0 35
Promedio 7.09 4 15 6 42
Promedio si hay actividad 7.09 4 23 17 42
48 Control (5) 19 5.02 N 2 10 7 21
49 Control 19 510 N 5 12 0 40
50 Control 19 560 N 2 16 0 *
51 4 Control 19 5.81 N 5 35 5 *
Promedio 5.38 4 18 3 15
Promedio si hay actividad 5.38 4 18 6 3
52 Control 21 919 N 7 8 0 *
53 2 Control {6) 21 10.24 N 8 15 0 35
Promedio 9.72 8 12 0 18
Promedio si hay actividad 9.72 8 12 0 35
54 Control 22 622 N 5 23 0 39
55 Control 22 724 N 1 0 0 40
56 Control (7) 22 794 N 3 30 0 56
57 4 Control 22 1186 N 6 10 0 77
Promedio 8.32 4 0 0 53
Promedio si hay actividad 8.32 4 0 0 53

5  Esteraton se empled para medir 1a frecuencia de saltos para los controles, que es de un maximo de
8 saltos por minuto.

6  8aliéunavez alos 30

7 Saltéunavez alos 23
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Anexo 1. Resultados de hioensayos: CONTROLES (Continuacion)

# n  Péptido Edad Peso Reaccion Rec. Duracion Duracion Se duerme
raton raton ala  (minDl) actividad saltos  (min DI}

(dias) {gr} inyeccion {min) (min)

58 Control 23 990 N 7 11 0 33
59 Confrol 23 10.19 N 1 0 0 47
60 Control 23 10.23 N 2 0 0 72
61 Control 23 1173 N 7 28 0 53
62 Control 23 1280 N 8 0 0 *
63 6 Control 23 1447 N 5 0 0 *
Promedio 11.55 5 7 0 34
Promedio si hay actividad 11.55 5 20 0 51
64 Control 24  10.62 N 3 23 0 *
65 2 Control 24 11.62 N 3 9 0 43
Promedio 11.12 3 16 0 22
Promedio si hay actividad 11.12 3 16 0 43

NOTAS GENERALES:

» Todos los ratones empleados como confrol presentaron reaccion normal a la inyeccion, y los
tiempos de recuperacion fueron cortos.

¢ Inmediatamente despues de la inyeccion, los ratones permanecen inmoviles; se consideran
recuperados de la inyeccion cuando comienzan a acicalarse y rascarse. Estas
caracteristicas se consideran fa condicion de RECUPERACION, para todos os bioensayos
realizados.

PROMEDIOS GENERALES:

Reaccion normal a fa inyeccion: 100%

Tiempo Promedio de recuperacion: 5 minutos
Tiempo Promedio general para dormirse: 41 minutos.
Se duermen durante el periodo de observacion: 80%.




Anexo 2. Resultados de bioensayos: PEPTIDOS NATIVOS

# n Péptido Edad Peso Dosis Reaccion Rec. Duracion Duracion  Se
ratbn ratén (nmoligr) ala  (min Dl) actividad saltos duerme

(dias) (gn) inyeccién (min) (min) (min DI)
1 SplVB (8) 12 715 1.40 Y, CP 6 52 0 72
2 SpIVB (8) 12 7.06 283 CT,SMF 22 26 0 52
3 SpIVB (8) 16 562 1.78 N 5 35 0 60
4 SplVB (8) 16 495 404 N 6 51 0 120
5 SpIVB (8) 22 764 1.31 N 10 53 0 90
6 6 SplVB (8) 22 7.23 2.77 N 5 45 0 60
Promedio 6.61 2.35 9 44 0 76
7 SpH 12 6.34 0.16 N 2 12 0 *
8 SpiH 12 5.98 0.84 N 4 14 0 35
9 SplH (9) 12 685 1.46 T, Na 8 47 0 90
10 SplH 22 947 0.1 N 5 6 0 28
1 SplH 22 9.02 0.55 N 5 26 0 *
12 6 SplH(9) 22 916 109 Y, SMF 10 46 0 71
Promedio (actividad) 7.80 0.70 6 25 0 56
13 1SpiB(10) 13 0.88 0.51 N 3 123 0 170
8 La actividad fue hiperactividad.
9 Después de la inyeccidn se presentan temblores. Una vez recuperado, ef raton presenta un periodo

de hiperactividad.

10 El ratoén parece cansado todo el tiempo, solamente se mueve si es forzado a hacerlo, y lo mas
relevante es que parece no sentir nada en la parte inferior del cuerpo, es decir, es insensible a
togues con el dedo o una boligrafo, por ejemplo.

Y El raton yace sobre su vientre con las patas traseras abiertas
CP  Contraccion de las patas delanteras

CT  Lacolaestélevantada y tiesa

SMF  Solamente se mueve si es forzade a hacetlo

T Temblores en todo &l clerpo.

Na  Nauseas, el raton parece querer voiver el estomago.

HH
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Anexo 2. Resultados de bioensayos: PEPTIDOS NATIVOS (Continuacion)

# n Péptido Edad Peso Dosis Reaccion Rec. Duracion Duracién  Se

ratbn ratén (nmollgr) ala  (minDI) actividad saltos duerme

{dias) (gr) inyeccién ~ (min) {min)  (min DI)
14 SpIVA 13  6.62 0.86 N 7 45 0 72
15 SplVA (11) 13 6.86 0.86 N 6 44 0 *
16 SpIVA 16 738 0.80 N 4 26 0 58
17 SpIVA 17 8.17 0.31 Y 4 64 0 *
18 SpIVA 17 6.70 0.37 N 4 63 0 *
19 SpiVA 17 719 0.70 N 4 65 45 77
20 7 SplVA 23 139% 04 N, MM 9 55 0 75
Promedio 813 0.61 5 52 6 40
21 15pIvVC{12) 13 6.07 0.82 N 5 39 0 96
22 1 8plvD {13) 13 1070 0.93 N 9 39 0 90

11 Este ratdn mosiré un enorme incremento de la actividad de rascado y acicalado, mas que la
hiperactividad propiamente dicha.

12 El ratdén comienza a moverse en circulos alrededor de si misme, en &l sentido de las manecillas del
reloj, la velocidad de giro se incrementa con ei tiempo v solamente se detiene como respussia a
ruidos (salta), o al intento de ser tocado (huye).

13 con este péptido el raton se mueve en general menos que los ratones control, de hecho, solamente

se mueve si se hacen infentes por tocarlo, es decir, como reaccion al tacto.

MM Miccidn masiva.

03




Anexo 3. Resultados de bioensayos: CONORFAMIDA-Sr1 sintética (CNF1).

# n Péptido Edad Peso Dosis Reaccibnala Rec. Duracién Duracién Se
ratdn raton {nmoligr) inyeccion (minDl) HIPER saltos  duerme
(Dias) (ar) {min) {min) {min DI)

1 CNF1 11 623 016 N 8 8 0 *

2 CNF1 (14} 11 606 017 N 5 0 0 9

3 CNF1 11 618 0.81 N 7 0 0 *

4 CNF1 {15) 11 6.00 0.83 Y 9 0 0 *

5 CNF1 (16) 1 645 155 C,RR,PE 9 18 0 *

6 CNF1 (17) 11 6.27 159 C, MC 4 10 0 *

7 CNF1 (18) 11 838 313 RR, Y 24 0 0 *

8§ 8 CNF1{(18) 1 618 3.24 C,Y A 8 0 0 *
Promedio 6.22 144 9 5 0 7
Promedio si hay actividad 6.22 1.4 9 12 0 59

9 CNF1 (19) 13 674 015 N 5 22 1 *

10 CNF1 13 612 016 RR 16 0 0 39

11 CNF1 (20) 13 658 023 N 10 15 0 36

12 CNF1 13 646 0.31 N 5 15 0 *

13 CNF1 (21) 13 558 036 N 2 8 0 26

14 CNF1 (22) 13 669 075 MC 8 25 0 44

15 CNF1(23) 13 553 0.90 R 0 0 0 *

14 Este raton sclamente se movia si era forzado a hacerlo, a los 14" dio vueltas sobre si mismo y
parecia no tener balance; a los 24’ presentd temblores y desde ese memento estuvo muy sensible al
tacto; a los 44’ contrajo una de las patas delanteras.

15 Solo caminé si era forzado a hacerlo; muy sensible al tacio; a los 18' presenio temblores.

16 Este raton estuvo asustado y sensible todo el tiempo. No hubo hiperactividad propiamente dicha,
sino reaccion a los intentos de tocarlo, salta tambien como reaccion al ruido de bajo volumen {RBV).

17 Reaccion muy fuerte al ruido de bajo nivel, y al finai del periodo de observacion, sensibilidad al tacto.

18  Muy sensible a los RBV.

19  dltaunavez alos 19",

20 Este raton mostrd sensibilidad al tacto desde los 30" después de la inyeccion.

21 No mostré hiperactividad, a los 45 minutos se determina que es sensible a ruido de bajo volumen.

22  Este raton mostrd sensibilidad al tacto desde los 33 después de la inyeccion.

23 Nunca camind ni mostrd signos de recuperacidn (rascado y acicalado), alos 28 minutos se
determina que es sensible al tacto y al ruido de bajo volumen.

C  Convulsiones.

RR  Respiracion rapida

PE Patas estiradas y contraccion de manos delanteras

MC  Movimiento en circulos sobre si misme

A Searrastra

R Rueda scbre si mismo.
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Anexo 3. Resultados de bioensayos: CONORFAMIDA-Sr1 sintética (CNF1). {Continuacién)

# n Péptido Edad Peso Dosis Reaccionala Rec. Duracibh Duracion Se
raton raton {hmoligr} inyeccion {(minDI) HIPER saltos  duerme
(Dias) _ (ar) {min) {min) {min DI)

16 8 CNF1(24) 13 692 145 Y R 13 10 0 *
Promedio 6.33 054 7 12 0 18
Promedio si hay actividad 633 (.54 8 16 0 36
17 CNF1 14 683 015 N 4 10 0 *
18 CNF1 (25) 14 685 023 N 6 14 0 *
19 CNF1 14 723 277 N 4 0 0 51
20 4 CNF1 14 685 292 N 1 0 0 75
Promedio 6.94 1.52 6 6 0 32
Promedio si hay actividad 6.94 1.52 6 12 0 63
21 CNF1 15 818 024 N 7 76 50

22 CNF1 (26} 15 8.82 0.57 Y 6 64 0 -
23 CNF1 15 7.89 0.63 N 5 66 25 76
24 4 CNF1 15 574 174 R 4 117 51 -
Promedio 7.66 0.80 6 81 32 19
Promedio si hay actividad 7.66 0.80 6 81 42 76
25 CNF1 16 734 1.36 Y,R 8 35 16 *
26 CNF1 16 678 147 Y, R 7 37 0 *
27 CNF1 (27) 16 722 277 Y,R 7 20 0 *
28 4 CNF1 (28) 16 7.00 2.86 Y,R 10 35 0 *
Promedio 7.09 2142 8 32 4 0
Promedio si hay actividad 7.09 212 8 32 16 0

24 Este raton mostro sensibilidad al tacto desde que fue inyectado y hasta ser sacrificado.

25 Este raton se mostro muy sensible al ruido de bajo volumen a pariir de los 35 después de la
inyeccion.

26 Saltaunavez alos 31'.

27 Saltaunavez alos 18’

28 Saltaunavez alos 19’
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Anexo 3. Resultados de hioensayos: CONORFAMIDA-Sr1 sintética (CNF1). (Continuacién)

# n Péptido Edad Peso Dosis Reaccionala Rec. Duracion Duracion Se
ratbn ratdon (nmollgr) inyeccion (minDI} HIPER saltos  duerme
(Dias) (gn) {min) (min)  (min D)
29 CNF1 17 440 023 N 1 128 116 *
30 CNF1 17 848 024 N 5 61 25 141
3 CNF1 17 849 024 R 5 76 A 82
32 CNF1 17 601  0.27 N 9 33 20 90
33 CNF1 17 557 0.36 N 2 27 0 49
34 CNF1 17 532 038 N 5 38 19 45
35 CNF1 17 830 060 N 5 5 17 61
36 CNF1 17 839 0.60 C,R 10 33 0 *
37 CNF1 17 627 080 N 6 90 59 50
38 CNF1 17 767 0.86 N 2 86 28 110
39 CNF1 17 1010 0.91 N 8 54 0 98
40 CNF1 17 979 094 N 10 68 0 *
49 CNF1 17 671 149 Y 10 33 0 *
42 CNF1(29) 17 7.08 1.55 Y,RR 5 75 16 49
43 CNF1 17 7.24 180 Y ) 46 0 89
44 CNF1 17 1043 1.92 N 7 48 0 65
45 CNF1 17 964 207 N 6 43 0 *
44 CNF1 17 735 272 N 9 79 41 *
47 CNF1 17 1022 294 Y 7 25 0 100
43 CNF1 17 915 328 Y 9 40 0 *
49 CNF1 17 590 339 N 5 74 59 *
50 CNF1 17 7.84 3.83 CY 5 59 28 95
51 CNF1 17 642 467 C, OA 8 55 20 70
52 24 CNH1 17 505 3.96 N 3 112 57 7
Promedio 7.58 167 6 60 22 53
Promedio si hay actividad 7.58  1.67 6 60 38 79
53 CNF1 18 8.00 013 N 3 60 28 *
54 CNF1 18 894 056 Y 8 59 46 75
55 CNF1 18 857 117 Y 14 36 0 75
56 CNF1 18 1143 262 Y 11 60 0 60
57 5 CNF1 18 750 267 Y 15 39 0 *
Promedio 889 143 10 Y 15 42
Promedio si hay actividad 8.89  1.43 10 51 37 70

29  Saltdo unavez alos 20"
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Anexo 3. Resultados de bioensayos: CONORFAMIDA-Sr1 sintética (CNF1). (Continuacion)

# n Péptido Edad Peso Dosis Reaccionala Rec. Duracion Duracién Se
raton raton (nmoligr) inyeccion (minDl) HIPER saltos  duerme
(Dias)  (agr) {min) (min)  {min Dl
58  CNF1 21 1043 0.05 N 5 53 10 *
59 CNF1 (30) 21 800 013 N 5 70 0 ¥
60 CNF1 21 1045 019 N 3 30 0 85
61 4 CNF1 21 848 050 Y 5 43 0 *
Promedio 934 021 4 49 2 21
Promedio si hay actividad 9.34 0.21 4 49 10 35
62 1 CNF1 22 1010 0.20 R Y 6 55 0 ¥
64 CNF1 (31) 23 113 011 OARY 0 0 0 *
65 CNF1 23 1179 017 Y 7 75 0 *
66 CNF1 23 988 0.20 N 12 23 0 110
67 4 CNFt 23 10.09 0.50 N 8 26 0 66
Promedio 8.58 020 7 3 0 44
Promedio si hay actividad 8.58 0.20 9 45 0 88
68 CNF1 24 1217 0.08 Y 5 30 0 *
69 CNF1 24 1140 0.09 CT 7 21 0 45
70 CNF1 24 955 010 N 5 39 0 33
71 CNF1 24 1234 012 R 3 72 29 53
72 5 CNF1 24 1043 019 RR 9 26 0 91
Promedio 8.74 010 5 32 6 44
Promedio si hay actividad  8.74  0.10 5 32 29 56

30 Este ratdn mostro sensibilidad al tacto desde los 45° después de la inyeccion.

31 Nunca se recuper6 ni se durmic después de casi tres horas de observacion (161). Se caia de lado al
intentar moverse y resultdé sumamente sensible ai tacto. Al final de la observacion, también resuito
sensible al ruido de bajo volumen.
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Anexo 4. Resultados de bioensayos: CONORFAMIDA-Sr1 No amidada sintética (CNF1-OH).

# n Péptido Edad Peso Dosis Reaccionala Rec.  Duracion  Duracion Se
ratén raton (nmollg inyeccion (minDl) HIPER saltos  duerme
{Dias) (gn) 1) {min) {min) {min DI)
1 CNF1-OH 14 629 156 N 10 20 0
2 CNF1-OH 14 600 1.67 N 10 0 0 61
3 3 CNF1-OH 14 558 358 N,SMF 19 12 0 17
Promedio 596 228 13 11 0 26
Promedio si hay actividad 596 2.28 13 16 0 39
4 CNF1-OH{32) 16 6.14 0.12 N 1 40 24
5 CNF1-OH(32) 16 563 036 N 2 72 5 53
6 CNF1-OH(32) 16 561 0.89 N 1 87 66 36
7 CNF1-OH(32) 16 621 1.61 0A 15 87 43 N
8 CNF1-OH 16 670 746 N 9 59 5 -
9 CNF1-OH 16 766 7.64 N 7 25 0 79
10 CNF1-OH 16 613 9.54 Y, ST 7 36 0 -
11 8 CNF1-OH 16 660 9.09 N 5 51 24 -
Promedic 6.34 4.59 6 57 24 39
Promedio si hay actividad 6.34 459 6 57 36 17
12 CNF1-OH 20 699 01 OA 7 40 0
13 CNF1-OH 20 677 030 N 3 38 14 52
14 CNF1-OH 20 611 082 OA 13 27 20 48
15 4 CNFt-OH 20 634 158 OA 12 23 16 43
Promedio 6.55 0.70 9 32 13 36
Promedio si hay actividad 6.55 0.70 g 32 17 48
16 5 CNF1-OH 23 1420 3.52 Y 7 66 23 42
17 6 CNF1-CH 23 1382 434 ST,SMF,Y 18 23 0 78
Promedio 1401 3.93 13 45 12 60
Promedio si hay actividad  14.01  3.93 13 45 23 60

32 Muy sensible al tacto

SMF  Solamente se mueve si es forzado a hacerlo
ST Sensible al tacto
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Anexo 5. Resultados de bioensayos: L-CONORFAMIDA-Sr2 sintética (L.-CNF2).

# n Péptido Edad Peso Dosis Reaccibna Rec. Duracion  Duracion Se
raton ratén (nmoligt) la {min DI} HIPER (min}) Saitos {min) duerme
{Dias) (anr) inyeccion {min DI)
1 L-CNF2(33) 12 6.53 0.31 R 5 59 0 98
2 LCNF2(34) 12 605 083 CRMC 4 75 0 97
3 LCNF2(34) 12 612 163  VY,R 6 64 0 96
4  L-CNF2{34) 12 604 331 R 10 80 0 100
5 5 L-CNF2(35) 12 637 471 R 1 45 0 ¥
Promedio 622 216 5 65 0 78
Promedio si hay actividad 6.22 2.16 5 65 0 98
6 L-CNF2(36) 15 826 024 N 6 e 20 82
7 LCNF2(37) 15 7.66 0.5 N 5 15 0 81
8 L-CNF2(38) 15 793 126 Y 10 61 15 *
9  L-CNF2 15 574 174 N 7 83 75 122
10 L-CNF2(39) 15 839 238 N 3 10 0 69
11 6 L.CNF2(40) 15 8 375 Y 8 60 5 *
Promedio 766 1.67 7 50 19 59
Promedio si hay actividad 7.66  1.67 7 50 29 89
12 L-CNF2 17 715 0.28 N 1 58 48 65
13 L-CNF2 17 817  0.61 R, ¥ 8 45 0 84
14  L-CNF2 17 881 114 R 10 7 0 3

33 Todo el tiempo sensible al tacto, y la hiperactividad no es tan noteria en cuanto al movimiento, sino al
exagerado rascado y acicalado.

34 Todo el tiempo sensible al tacto y al ruide de bajo volumen (RBV). Se paralizaba con las orejas hacia
atras, y temblaba. Parecia aterrorizado y gritaba al tratar de ser tocado, y 1a hiperactividad no es tan
notoria en cuanto al movimiento, sino al exagerado rascado y acicalado.

35 Se distinguieron dos periodos diferentes. El primero, inmediato a la inyeccion se caracterizo por alta
sensibilidad al tacto y al RBV, y la hiperactividad no es tan notoria en cuanto al movimiento, sino al
exagerado rascado y acicalado. A los 44' entra en una fase de tranquilidad que dura 30" tras io cual
hay una fase de 4%’ de hiperactividad tipica. £ raton sigue agitado al finalizar la observacion.

36  Alos 27" se determina que es muy sensible al tacto, este sintoma se mantiene hasta que ef raton se
duerme, sin embargo, su actividad principat es ta hiperactividad.

37 Saltaunavezalos71.

38 Lahiperactividad cesaba por espacio de uno o dos minutos, cuando era sometido a RBV. Igualmente
se mostrd sensible al tacto.

39  Alos 19 se determina que es sensible al RBV y al tacto, tras lo cual no se recupera Ia hiperactividad.

40 Este ratdn muestra hiperactividad y alta sensibilidad al RBV y al tacto, mientras dura la
hiperactividad,
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Anexo 5. Resultados de bioensayos: L-CONORFAMIDA-Sr2 sintética (L-CNF2). (Continuacién)

# n Péptido Edad Peso Dosis Reacciona Rec. Duracion  Duracion Se
raton raton (nmoligr) la {min DI) HIPER (min) Saltos {min) duerme
(Dias) __ (gr) inyeccion {min D}

15  L-CNF2 (41) 17 847 236 N 9 23 0 60
16 5 L-CNF2 (41) 17 888 3.38 MC,R 6 13 3 54
Promedio 830 1.55 7 29 10 59
Promedio si hay actividad 8.30  1.55 7 29 26 59
17 1 L-CNF2 (42) 22 1195 017 C 6 68 0 ¥
18 2 L-CNF2(42y 22 1225 (.41 R, MC 10 10 0 ¥
19 3 L-CNF2(42) 22 1139 0.88 G 18 0 0 73
20 4 L-CNF2(42) 22 1339 149 R Y 29 0 0 ¥
21 5 L-.CNF2(42) 22 1209 248 1Y 7 0 0 72
Promedio general 1221  1.09 14 16 0 29
Promedio si hay actividad 12.21 1.09 14 16 0 73
22 1 L-CNF2 23 1253 012 R 5 58 33 *
24 2 L.CNF2(34) 23 1018 015 R 4 0 0 *
25 3 L-CNF2(33) 23 8.4 0.18 R, OA 8 57 25 *
Promedio 10.37 015 6 38 19 0
Promedio si hay actividad 10.37 0.15 6 38 29 0
23 1 L-CNF2-(44) 24 109 014 CY 15 0 0 83

41 En este caso el comportamiento hiperactivo finaliza al aplicar ruido de bajo volumen.

42  Sensibie aruido de bajo volumen, e hiperactivo.

43 El sintoma principal que presenta este raton es ia sensibilidad a ruidos de bajo volumen.

44  Este raton comienza a moverse y al ser sometido a RBV se paraliza echando las orejas haciz atras,
permansciendo asi 40', cuando parece recuperarse del efecto del RBY, se le vuelve a hacer y se
paraliza de inmediato otra vez.

G  Se golpearepetidamente |a cara,



Anexo 6. Resultados de bioensayos: Conorfamida sintética analoga CNF3.

# n Péptido Edad Peso Dosis Reacciona Rec.{min Duracién Duracion Se

raton  raton (nmoligr) la bl HIPER Saltos  duerme
(Dias)  (ar) inyeccion {min) {min}  (min D§}

1 CNF3 12 658 030 Y 1 27 0 78

2 CNF3(45) 12 603 083 Y 28 10 0 90

3 CNF3(46) 12 587 1.70 Y, T 1 53 0 89

4 CNF3 (47} 12 6.7 299 Y 0 0 0 *

55 CNF3(47) 12 6.27 478 Y 0 0 0 *
Promedio 6.29 212 8 18 0 51
Promedio si hay actividad 6.28 2.12 13 30 0 86

6 CNF3 15 872 057 N 8 71 39 *

7 CNF3 15 742 067 CP 6 67 47 82

8 3 CNF3 15 5.9 1.69 R 8 73 61 121
Promedio 735 098 7 70 47 68
Promedio si hay actividad 7.35 0.98 7 70 47 102

9 1 CNF3 17 795 0.25 RY 3 59 0 -

10 2 CNF3(48) 17 743 0.67 N 2 15 0 61

11 3 CNF3(48) 17 847 118 N 11 6 0 55

12 4 CNF3(49) 17 872 229 R Y 10 35 0 64

13 5 CNF3(40) 17 84 357 N 8 39 0 62
Promedio 819 159 7 31 0 48
Promedio si hay actividad 819  1.59 7 3 0 60

45 Sensible al tacto. La hiperactividad en cuanto al movimiento es corta. Exagerado rascado y

acicalado.
46  Muy sensible al tacto. La hiperactividad en cuanto al movimiento es corta. Exagerado rascado y
acicalado.

47  Elraton no se recupera de la inyeccion; solo camina si se le obliga; muy sensible a! tacto y al RBV.
48  En este caso el comportamiento hiperactivo finaliza al aplicar ruido de bajo volumen.
49  Sensible al RBV, hiperactivo.



Anexo 6. Resultados de bioensayos: Conorfamida sintética analoga CNF3. (Continuacion)

# n Péptido Edad Peso Dosis Reacciona Rec.{min Duracién Duracion Se

ratbn  ratén (nmoligr la DI HIPER Saltos  duerme

(Dias) {ar) ) inyeccion (min) {min}  (min DI}

14 1 CNF3 18 638 0.31 RR 3 57 28 70
15 2 CNF3{(50) 18 583 0.86 R, OA 13 44 25 63
16 3 CNF3 18 6.06 165 R 7 51 42 68
17 4 CNF3 18 584 342 Y,R 5 35 23 65
18 5 CNF3 18 592 507 R,C 4 70 50 89
Promedio 6.01 2.26 6 5 34 71
Promedio si hay actividad  6.01 2.26 6 51 34 71
19 1 CNF3(32) 23 123 016 C,ROA 10 58 0 80
20 2 CNF3(51) 23 1177 042 R, OA 14 15 0 *
21 3 CNF3(52) 23 1400 071 Y, 0ACP 17 A7 0 100
22 4 CNF3(32) 23 1324 151 C,OARY 15 34 0 98
23 5 CNF3(32) 23 1322 227 C,Y,0A 23 12 0 85
Promedio 1291 1.02 16 33 0 75
Promedio si hay actividad 1291 1.02 16 33 0 93

50 Muy sensible a ruide de bajo nivel al principio.

51 Muy sensible al tacto. Este ratén tuvo un segundo periodo de hiperactividad de 29 minutos que
comenzo alos 63 ' después de la inyeccion.

52 Saltaunavez alos 92
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Anexo 7. Resultados de bioensayos: Conorfamida sintética analoga CNF4,

# n Péptido - Edad Peso Dosis Reaccidna Rec. Duracion Duracién Se duerme
raton ratén {gr} (nmoligr) la {minDI) HIPER Saltes (min DI}

{Dias) inyeccion {min) {min)
1 CNF4 (53) 13 580 0.34 R 12 19 0 47
2 CNF4(5%4) 13 57t 0.88 N 1 33 0 57
3  CNF4(55) 13 508 1.97 N B 8 0 51
4  CNF4(56) 13 571 3.50 Y 0 0 0 54
5 5CNF4(56) 13 472 6.36 R 0 0 0 *
Promedio 540 2.61 4 12 0 Y|
Promedio si hay actividad 540 2.61 6 20 0 51
6 CNF4 15 8.15 0.61 CP 9 73 58 *
7 CNF4 15 8.77 1.7 N 3 50 13 61
8 J3CNF4 15 560 1.79 MC 5 85 54 *
Promedio 751 137 6 69 42 20
Promedio si hay actividad 7.51 137 6 69 42 61
9 1CNF4(57) 17 746 027 N 4 70 0 91
10 2 CNF4 17 7.55 0.66 Y 5 43 36 64
11 3CNF4(57)y 17 7.33 0.68 N 7 70 62 *
12 4 CNF4 17 5.08 0.98 N 9 39 0 67
13 5CNF4 17 812 1.23 R Y 11 4 5 65
14 6 CNF4(50) 17 582 1.72 N 3 100 68 *
15 7 CNF4 17 473 211 N 4 51 21 63
16 8 CNF4(50) 17 762 262 Y,R 5 91 33 109
17 9 CNF4 17 6.00 3.33 R 4 48 34 67
18 10CNF4(58) 17 8.65 347 N 4 45 0 60

53 o hay hiperactividad, el raton en todo momento se mosiré muy sensible al tacto.

54  |a hiperactividad no es muy marcada y ne dura mucho, a los 41", cuando ya el raton esta quiete, se
defermina que es muy sensible al tacto.

55 No hay hiperactividad, sclo camina unos minutos, despues de esfo, se determina que es muy
sensible al tacto pues cuando se foca, deja de caminar. Desde ese momenio solo camina si es
forzado. Este comportamiento (sensibilidad al tacio) dura hasta que se se duerme.

56 Nunca parecié recuperarse, solo se movio si fue forzado y esto permitié determinar que siempre fue
sensible al tacto.

57 Muy sensible al RBV.

58 Muy sensible a ruido de bajo nivel y al tacto, al principio. Se paraliza por &l ruido de bajo volumen.

P15



Anexo 7. Resultados de bioensayos: Conorfamida sintética analoga CNF4. (Continuacion).

# n Péptido Edad Peso Dosis Reacciona Rec. Duracion Duracién Se duerme
rafon  raton (gr) {nmoligr) la {(minDl) HIPER Saltos {min DI)

{Dias) inyeccion {min) {min)
19 11 CNF4(59) 17 553 362 R 5 11 0 64
20 12 CNF4 17 714 420 Y 6 39 0 50
21 13CNF4(60) 17 553 542 N 5 44 0 55
Promedio 6.66 2.33 6 54 20 58
Promedio si hay actividad 6.66 2.33 6 54 37 69
22 1CNF4 23 10.65 0.19 N 7 37 0 69
23 2CNF4 23 10.06 0.50 N 8 25 1 68
24 3CNF4(61) 23 11.21 0.89 R 6 15 0 66
25 A4CNF4(61) 23 10.00 2.00 Y 14 21 0 *
26 5CNF4(62) 23 1074 279 R Y 0 0 0 0
Promedio 1053 1.27 7 20 0 M
Promedio si hay actividad 10.53 1.27 9 25 0 68

59  Este raton comienza con comportamiento hiperactivo, pero cuandc es sometido a ruide de bajo
volumen se detiene, solo camina si es forzado y también es muy sensible al tacto.

60 Este raton no mostro hiperactividad sino que solo caminaba si era forzado a hacerle.

61 Saltaunavezalos?.

62 Antes de recuperarse y comenzar a caminar, se muestra muy sensible a! tacto. La actividad no dura
mucho,

83 Este raton nunca se recupéra y muere con convulsiones a los 2 minufos después de la inyeccion

1to
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Abstract

A novel Conus peptide, conorfamide-Srl, has been characterized, The sequence of the ndtuf' 1 ];zt%t’;?dﬁ “was determined vsing

standard Edman sequencing methods and mass spectrometry, and confirmed by chemicalsyiithe

is. The peptide has 12 amino

acids and no cysteine residues. The following sequence was obtained: GPMGWVPVFYRB-NHI

No other peptide from a vermivorous Atlantic Conus species has previously been characterized. Conorfamide-Sr{ belongs to
the RFamide neuropeptide family, and is the first RFamide peptide to be found i ipamy venom. The presence of conorfamide-Srl
as a major peptide in Conus spurius venom suggests that Conus lineages in the Atldntxc may have evolved novel Conus venom
peptide families. © 2001 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

Keywords' Conus venom; neuropeptide; RFamide pepudes; Molluscs; ENaC channels

1. Introduction

The venoms of the marine snails belonging to the genus
Conus have been characterized over the last two decades
(Olivera ¢t al,, 1990), and it 15 now well established that
cach venom contains a diverse sel of small, biglogically-
acuve peptides. The known mechanisms that underlie the
brological activity of Conus venom peptides are, in most
cases, potent modulation of the activity of cither voltage-
galed or ligand-gated 10on channels. Thus, one fish-hunting
cone snail hias been shown to use at least five differcnt
classes of peptides lor prey caplure., cach targeted w a difTer-
ent ion channel site (Terlau et al,, 1996).

Howuver, there are elearly Conus peplides that resemble
cndogenous neureopeptides from nervous systers, The first
of these characterized was conopressin-G, which belongs to
the visopressin-oxytocin neuropeptide famuly (Cruz ¢l al,,
LYR7). More recently, o peplide from Conuy geographis
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venom, contulakin-G, was shown to be a member of the
neurotensin family (Craig ct al., 1999), and to have promis-
ing analgesic propertics (Gurko{l ¢t al., 2000; Wagstaff ct
al., 20000. In this report. we characterize a third example,
conorfamide-Sri, which was found in the Caribbean/
Western Atlantic specics Conus spurins, which we show is
a member of the RFamide neuropeptide family, the best
known of which is FMRFamde. Although RFamide
peplides have been found in a wide varicty of biological
systems, this is the first report of a member of this neuro-
peptide family being o major venom component. This
family of neuropeptides 18 conventionally referred Lo as
the FMRFamide family, but it hag become clear in recent
years that FMRFannde-related peptides are more wide-
spread  phylogenctically and more diverse functionally
than originally envisioned. We therefore refer to the entire
broad group of FMRF-NH;-related peplides as the
RFumide family in this article (For a recent review, sec
Espinosa et al., 2000).

The genus Conus has 560 dilfcrent spocies. and the vast
majonty ol all ol the venom peptides that have been
chitactenzed are Niomn the venoms o plscivorous Cones
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(1.e. fish-hunting}, mostly from species found in the Indo-
Pacific. C. spurius belongs to the largest feeding group of
Conus species, the vermivorous cone snails that prey
primarily on polychaete worms. No peptides from nonpisci-
vorous Conus venoms from the Atlantic Ocean have been
described in the literature; thus, the characterization of a
novel Conus neuropeptide as the very first venom compo-
nent from C. spurius suggests that novel families of Conus
pepiides may have evolved in lineages of Corus found in the
Atlantic/Caribbean marine province.

2. Materials and methods
2. 1. Crude venom extraction

Specimens of C. spurius were collected in the Caribbean
Sea off the Yucatan peninsula, Mexico and immediately
frozen and stored at —70°C until used. The venom ducts
dissected from four specimens were homogenized in 40%
aqueous acetonitrile containing 0.5% trifluorcacetic acid
(TFA). The mixture was centrifuged at 17,000 g for
30 min at 4°C, and the supernatant was saved and lyophi-
lized. Crude venom (194 mg) was suspended in 5 ml of 30%
aqueous acetonitrile containing 0.5% trifluorcacetic acid
(TFA), and somcated for three 30-s periods over ice, centri-
fuged at 10,000 X g for 15 min and the supernatant saved.
This procedure was repeated twice and the supernatants
combined and stored at —20°C until purified.

2.2. Crude venom purification

Purification of the pooled venom extract was achicved at
room temperature by RP-HPLC (model 2800 Solvent Delivery
Systcm, Biodimension UV/Vis monitor, Bio-Rad), using a Cyg
semipreparative column (Vydac, 218TP510, 10 X 250 mm;
250X 4.6 mm; Sum particle diameter; 300 A pore size;
Sml/fmm) equipped with & Cjy guard colurnn (Vydac,
218GKS54; [0X 4.6 mm; S um particle diameter, 300 A pore
se), and filter {Alltech; 28689; 4 mm, 2 um pore size).
Further purification was achieved in an unalytical Cyy column
(Vydac, 218TP54. 4.6 X250 mm; 5 um particle diameter;
300 A pore s1z¢, | ml/min) cquipped with guard column and
filter. HPLC gradient buffers were: (A) 0.1% TFA in water,
and (B) 0.085% TFA in 90% acctonitrile. A 5 ml sample-
loading loop was used in all chromatography and the cffluents
were monitored at 220 nen.

2.3, Biousscays

A slandard assay Tor biological activity routinely used in
our laboratones for the punfication of Conns peptides 18 intra-
cranial injection ol venomn fractions into mice (12 -24 days
old) (Ohivera et al., 1999), Mice were mjected with different
doses of lyophilized native o1 synthetic peptide dissolved in
2wl of normal saline solution or with an equal volume of
atnal sabme solnion alune i control expermuents angd

AUTOPAGINATION 2 ER

placed in a cage after injection for observation. FMRF-NH,
was from Sigma; Naloxone was from Research Biochemicals
Intermational. Conorfamide-Srl-injected mice exhibited
hyperactive behavior characterized by a much higher
frequency observed in walking or running around the cage,
climbing walls and jumping when compared with the control
mice injected with saline. In a typical experiment, control
mice moved randomly around the observation cage, with
occasional climbing of the corner walls, for periods no longer
than 15 min, after which the mice would vsvally go to sleep;
conorfamide-Srl-injected mice moved faster and continu-
ously for periods between 40 and 120 min.

2.4. Pepiide sequencing
Automnated chemical sequence analysis of the peptide was

performed by standard Edman’s degradation 4 a Applied
| at the

biologfa/UNAM.

2.5. Mass spectrometry

miss Sptféﬁ"i:l were measured
using a Micromass Quattre: I TripléQuadrupole Mass Spec-
trometer with Mas.sf‘f}"f ! 6p.§§ating system. The samples
(approximately 10€0:;p,gnpiés) were resuspended i 0.1 ml of
50% methanol/water and automatically infused with a flow
rate of OOﬁmemm in same the solvent system. The instru-
ment was scanned over the m/z range 502000, with a capil-
lary voltage of 2.7 kVolts and a cone voltage of 50 Volts.
The resulting data were analyzed using MassLynx software.
For samples with MW ~ 1000, the accuracy was estimated
to be 100 ppm.

Electrospray ionizatior

2.6. Peptide syathesis and purification

Peptides were synthesized by standard Fmmoc (N-(9-fluor-
crylymethoxycarbonyl) chemistry, with 2-(1 H-benzotriole-
1-y)1, 1,3 3-tetramethyluroniumntctrafluorhorile and dicy-
clohexylecarbodiimide coupling, using an Applicd Biosys-
tems model 431 A peptide Synthesizer, at the Protein/DNA
Core Facility at the University of Utah Cancer Center, All
the amino acids were purchased [rom Bachem {Torrance,
CA, USA). Conorfamide-Srl was synthesized on Frooc-
amide resin from Applied Biosystems, and the free COOH
peptide on Wang Fmoc Phe resin (Bachem, Torrance, CA,
USA)Y. After synthests, the tenminal Fmoc was removed in
sity by treatment with 20% pipendine in N-methylpyrroli-
done. In the usual procedure, the peptide was cleaved from
134 mg of the resin by treatment with 2 ml of wifluoroacetic
acid/water/ethanedithiol/phenol/thivamsole  (90/5/2.5/7.5/5
by volume) for 20h at room temperaure The released
peptide was preaipitaded by liltering the reaction mixture
into 200 ml of methyl-t-butyl ether cooled we -20°C, The
reaction vessel wis washed with [ ml off L00% rituoroace-
e actd wloeh was filtered into the methyl-1-hutyd cther
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Fig 1 The shell of C. spurios.

solution. The peptide was colleeted by centrilugation of te
methyl-t-butyl cther solution at 5000 X g lor 5 mn, the
supernadant was discarded and the pellet washed twice
with methyl-t-butyl cther. The pellet was dhissolved n
25ml of 0.1% nfluorvaccue acid in 60% acctomtrile,
diluted 10 250 ml with 0.1% trilvotoacette acid and purificd
by RPLC on o preparative Ci column (Vydae,
23 %250 mun) eluted ot 200 mb/mum wath 30-60% builes B
arachent oner 00 min

[T NS RN AUTOPAGINATION 2 §129-06-2001 10:1088 ol Sl

3. Results

3. Purification and brochemical cliaracterization of
conorfamide-Sr!

Conorfamde-Srl was wdentilicd from the venom ol ¢
spuring (Fuz. 1), C spurins specimens were collected by
shrimp fishig vessels ofl the Yaeatan Penmsala, Mexico
Frttaats of the venom ducts from fom large speeimens wen
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Table 2
The RFamide family of peptides

Organism Sequence Reference
Invertebrates
M. nimbosa FMRF-NH, Price and Greenberg (1977)
G. denussa FLRF-NH, Price (1986)
S officinallis FIRF-NH; Lot and Tublitz {1997
H. aspersa pQFYRF-NH; Price et al. (1996)
C. sapidus pQLGRF-NH, Yasuda et al. (1593)
A. grarulata GSLLRF-NH, Greenberg and Price (1992)
H. aspersa NGHYMRF-NH; Lutz et al (1992)
C. elegans AGAKFIRF-NH, Nelson et al. (1998)
C. elegans EIPGVLRF-NH, Li et al. {1999)
S. officinallis ALSGDAFLRF-NH; Loi and Tublitz (1997}
M. sexta pQDVVHSFLRF-NH, Kingan et al. (1990) _
A. californica SAPSWRPQGRF-NH, Greenberg and Prig€(1992)
C. elegans DFDGAMPGVLRF-NH, Lietal {1999) "%, .~
C. spurius GPMGW VPVFYRF-NH, This work -
C. elegans SADDSAPFGTMRF-NH, Nelson et 4] (1998
H. aspersa STOML--SPPERPREFRHPNELRQY -LKELNEYYAIMGRTRFE-NH, Leung et al (19922
Vertebrates N o

. domesticus
R. norvegicus

LPLRF-NH;

SLAAPQRF-NH,
SQAFLFQPOQDF-NH,
AGE-GLNSQFWSLAAPQRF-NIH,

H. sapiens
H. sapiens

] Duickray et:al (1983)

“Vilim eg al. (1999)

ﬁg}g}y(et al. (1997)
Perfy et al. {1997)

4. Discussion

In this work, we characterized a novel Conus venom
peptide which has proven to be the defining member of a
new family of Conus neuropeptides, the conorfamides,
belonging to the RFamide ncuropeptide family. This is the
third group of Conus peptides that are clearly homologous to
an cstablished neuropeptide family: previously character-
ized were the conopressing, that belong 1o the vasopressin/
oxytocin family (Cruz ct al., 1987), and the contulaking,
which belong to the ncurotensin family (Craig ¢t al,
1999). Qur preliminary evidence for a second RFamide
peplide in C sprering venom, distinet from the peptide char-
aclenzed here suggests thal some Corus venoms may have
multiple conorfamides. We note that all of the Conus
pepudes that exhilat homology 10 endogenous neuropep-
tides appear te be agonists; at this time, no antagonists
have been reported from any venom.

We speculate on the function and origing of this peptide.
The first bone fide neuropeptide-like Conrus venom compo-
nent discovered, conopressin-Ci, was later shown to be the
endogenous vasopressin family member, found in a wide
varicty of mollascan systems {van Kesteren et al, 1992;
Nielsen et al., 1994). Thus, onc possibility 1s that conorla-
mnde-Sros an endogenous RFEaumide peptide of C spurins,
The presence of the peptide in venom would therelore be the
result of eapression in the venom duct of an endogenous
gene abo eapressed i other ssues of the snail.

Greenberg and Poee (1992) chd & survey of REumde

RN N AUTOPAGINATION 2. J129-06-2001 10: 1488 il I

peptides present:in molluscan systems, and originated the
concept that a ‘bb‘ﬂquet of peptides’ was present in every
molluse. In each molluscan species they surveyed, over a
dozen different KFamide family members were typically
found: Based on the different peptide sequences available
at the time, a consensus C-terminal scquence was cstab-
lished for RFamide peptides in molluses: (F,Y)-(M,L,LF)-
(R)-(F}3-NH,. It is noteworthy that the conorfamide
sequence, although smmilar 1o the consensus above, differs
in the presence of a Y in position 10, which had not been
reported for any molluscan peptide in the 1992 Greenberg
and Price survey. However, more recently, a pentapeptide
with the sequence ZFYRF-NH; (where 7 = pyroglulamate)
has been reported from two gastropod species, C. nemoralis
and H. aspersa (Lutz ctal., 1992; Price et al,, 1996). Some
of the RF-amide peptlides that have beern described arc
shown 1n Table 2; although conorfamide-Srl 15 somewhat
longer than many of the well-known members of this
peptide family (such as FMRF=NH, and FLRF-NH,).
even longer peplides have been found in both invertebrate
andl veriebrate systems (see Table 2).

Muost of the RF-NH; scquences from gastropods were
obtained primarily from pulmonate snails or from nodi-
branchs. Thus, while conorfamide may be a venom peptide
adapted for cnvenomation of the annelid prey of O, spurius,
we cannat climinate alternative explanabions, 1.e. cither that
toaaglossale neogastropods such as Csprrias use conorfa-
mide lor endogenons purposes, or pethaps o defend against
predators o 1o gan an advaniage over compehitors A
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comprehensive characterization of RFamide genes of €.
spurius expressed in other tissues would be desirable before
this guesiion can be productively addressed.

We demonstrate that conerfamide-Srl is biologically
active, and for a peptide from a worm-hunting Conus
venom, it 1§ surprisingly potent in the mammalian central
nervous system. The RFarmide peptide family has a host of
diverse functions in invertebrate nervous systems. In the
mammalian CNS, these peptides act to moderate opioid
function (Gouarderes et al., 1993). Additional cffects on
mammals incinde cardiovascular effects (Roth et al.,
1987) and stimulation of pancreatic somatostatin secretion
(Fehmann et al., 1990). One mechanism which may be the
basis for some of the activities of RFamide peptides reported
in mammalian systems is the effect of RF—INH, peptides on
H7-gated ENaC channels (Askwith et al., 2000},

Our data strongly suggest that conorfamide-Sr! belongs
to the RFFamide family. As shown in Table 1, the overall in
vivo effects of conorfamide are similar to those observed
when FMRF-NH, is injected into mice. Conorfamides may
prove to be useful in understanding why the RFamide neuro-
peptide family has diversified to such an extreme extent in
molluscs and other organisms such as Cerorhabditis
elegans. In addition, the activity of the peptide in the
mammalian CNS provides a tool for understanding the
roles of RFamide peptides in mammalian systems.
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