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RESUMEN

Los extractos totales de las glandulas y los conductos venenosos obtenidos de
Conus austini, C. spurius y Polystira albida (evaluados en un rango de 0.001 a 100 mg de
proteina/ml) producen una inhibicion dependiente de la concentracion en las contracciones
espontaneas del ileon aislado de cobayo. El extracto mas potente fue el que se obtuvo de los
conductos venenosos de P. albida (ICso = 0.23 + 0.1 mg de proteina/ml), el cual fue
aproximadamente 86 veces menos potente que la tetrodotoxina (ICso = 0.0027 + 0.001 mg
/ml). Estos resultados no proporcionaron informacion sobre el mecanismo de accién de los
extractos, debido a que estos podrian actuar en diferentes sitios y niveles en el sistema
nervioso entérico y/o la musculatura lisa intestinal. Por lo tanto, se decidio investigar la
accion de los extractos sobre las contracciones inducidas por acetilcolina (ACh), nicotina,

histamina y KClI en el ileon aislado de cobayo.

Los resultados derivados de estos experimentos mostraron que todos los extractos
produjeron una inhibicion de las contracciones inducidas por ACh, sugiriendo la presencia
de compuestos anticolinérgicos en las glandulas y conductos venenosos obtenidos de las
tres especies objeto de estudio . Esta hipotesis se confirm6 cuando se encontré que la
respuesta contractil producida por la nicotina era reducida significativamente por los
extractos preparados de los conductos y las glandulas de C. austini y P. albida. Por otra
parte, aunque ambos extractos obtenidos de C. spurius también inhibieron las contracciones
inducidas por ACh, estos no afectaron la respuesta a la nicotina. Esta carencia de
antagonismo de la respuesta a la nicotina apoyé la hipétesis que las glandulas y los

conductos de este caracol podrian contener compuestos antimuscarinicos.

Todos los extractos también inhibieron las contracciones evocadas por histamina.
Estos hallazgos sugirieron la presencia de compuestos antihistaminicos en los conductos y
glandulas de las tres especies. Los efectos inhibitorios mas significativos fueron los
mostrados por los extractos obtenidos de los conductos y las glandulas de P. albida y el
extracto preparado de los conductos de C. spurius. Estos hallazgos representan el primer

informe de actividad antihistaminica para un extracto obtenido de un caracol marino.
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Finalmente, se evaluo el efecto de los extractos sobre las contracciones inducidas
por KCl. En estos experimentos unicamente los extractos preparados a partir de las
glandulas de C. spurius y P. albida inhibieron las contracciones inducidas por el KCI. Estos
resultados apoyaron la hipétesis que las glandulas de ambas especies podrian producir
compuestos que bloquean los canales de Na* y/o Ca** voltaje dependientes localizados en

las neuronas presinapticas entéricas o en las células del misculo liso intestinal.
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SUMMARY

The protein-containing extract prepared from the venomous ducts and glands
obtained from Conus austini, C. spurius and Polystira albida (tested from 0.001 to 100 pg
protein/ml) caused a concentration-dependent inhibition of spontaneous contractions of the
guinea pig ileum. The most potent extract was that obtained from the venomous ducts of P.
albida (ECso = 0.23 £ 0.1 pg protein/ml), which was approximately 86-fold less potent than
tetradotoxin (ECsp = 0.0027 £ 0.001 pg /ml). These results did not provide any information
on the mechanism of action of the extracts, since they could be acting on many diferent
sites and levels in the enteric system. Therefore, we decided to investigate the
antispasmodic action of the extracts by studying their influence on the contractions of the

guinea pig ileum induced by ACh, nicotine, histamine and KCI.

The results derived from these experiments showed that all the extracts produced an
inhibition of the contractions elicited by ACh, suggesting the presence of anticholinergic
compounds in the venomous ducts and glands obtained from the three species under
investigation. This hypothesis was further confirmed when it was found that the contractile
response produced by nicotine was significantly reduced by the extracts prepared from the
ducts and glands of C. austini and P. albida. On the other hand, although both extracts
obtained from C. spurius also inhibited ACh-induced contractions, they did not affect the
response to nicotine. This lack of antagonism of the response to nicotine support the

hypothesis that the glands and ducts of this snail might contain antimuscarinic compounds.

All the extracts also inhibited the contractions evoked by histamine. These findings
suggest the presence of antihistaminic compounds in the ducts and glands of the three
species. The most remarkable inhibitory effects were those displayed by the extracts
obtained from the ducts and glands of P. albida and the extract prepared from the ducts of
C. spurius. In any case our findings represent the first report of antihistaminic activity for

an extract or a pure compound obtained from a marine snail.
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Finally, we examined the effect of the extracts of the contractions elicited by KCI.
We found that only the extracts prepared from the glands of C. spurius and P. albida
inhibited the KCl-induced contractions. These results support the hypothesis that the glands
of both species might produce compounds that block voltage gated Na” and or Ca®*

channels located in presynaptic enteric neurons or in the smooth muscle cells.
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INTRODUCCION

Durante las Gltimas dos décadas se ha incrementado notablemente la investigacion
de compuestos naturales con actividad biologica, y aunque tradicionalmente la busqueda de
sustancias bioactivas se habia concentrado en el estudio de plantas, la obtencion de
sustancias organicas con actividad biologica aisladas de organismos marinos, ha mostrado
el gran potencial que presentan estos compuestos en el campo de la farmacologia.
Recientemente, el descubrimiento de compuestos bioactivos derivados de invertebrados
marinos venenosos ha estimulado la exploracion de un nuevo campo de investigacion cuyo

enfoque se centra en la busqueda de farmacos provenientes del mar.

Entre los invertebrados marinos productores de compuestos con actividad biologica
destacan los gasteropodos de la superfamilia Conacea, integrada por caracoles marinos de
las familias Conidae, Turridae y Terebridae, cuyos miembros, todos carnivoros venenosos,
se caracterizan por poseer un sofisticado sistema de inyeccion de veneno a la presa. Este
veneno es de accién rapida, potente y especifica. En los ultimos veinte afios, se han
estudiado las toxinas de naturaleza peptidica de varias especies del género Conus, género
unico de la familia Conidae. Sin embargo, no existen reportes relacionados con la actividad
farmacologica y muchos menos, con la caracterizacion de las toxinas producidas por
especies de las familias Turridae y Terebridae. Asimismo, no se ha realizado ningln
estudio quimico sobre los posibles metabolitos secundarios de las especies de la
superfamilia Conacea, de tal forma que se desconoce el tipo de metabolitos secundarios que

sintetizan y la actividad bioldgica que puedan tener.

Las aguas territoriales mexicanas albergan una amplia variedad de especies marinas.
Desafortunadamente, en México se han realizado muy pocos estudios sistematicos
tendientes a determinar el potencial farmacolégico de organismos marinos. Asimismo, son
muy escasas las investigaciones quimicas realizadas con el objeto de aislar y caracterizar
sus principios activos. De manera particular, los mares de los litorales mexicanos albergan
un gran numero de especies de gasterdpodos, muchos de los cuales ni siquiera han sido

identificados cientificamente. Desde esta perspectiva, surgio la idea de desarrollar el



presente proyecto de tesis que tiene por objeto evaluar la actividad biologica de extractos
preparados a partir de caracoles marinos pertenecientes a la superfamilia Conacea,
recolectados en aguas territoriales de Meéxico. Los resultados obtenidos de este estudio,
serviran como base para seleccionar caracoles cuyos compuestos seran objeto de estudios
bioquimicos y quimicos con la finalidad de obtener péptidos y metabolitos secundarios

farmacologicamente activos.



ANTECEDENTES

Algunos animales venenosos utilizan sustancias toxicas para capturar a sus presas.
Los escorpiones, serpientes, arafias y algunos invertebrados marinos producen venenos que
actian rapidamente al ser aplicados a sus victimas. Las toxinas de estos animales venenosos
actian rapidamente debido a que contienen compuestos cuyos blancos de acciéon son
canales i6nicos y receptores del sistema nervioso y/o muscular, los cuales son responsables
de la regulacion de un gran numero de procesos fisiologicos en todo organismo. La
potencia de muchas de estas toxinas se relaciona con su alta especificidad para interferir
con los procesos celulares, por lo que muchas de ellas han sido utilizadas como
herramientas experimentales para probar rutas y mecanismos bioquimicos de células
excitables (Adams y Olivera, 1994) y como prototipos estructurales para el desarrollo de

nuevos farmacos (Miljanich, 1997).

Entre los animales venenosos productores de neurotoxinas naturales destacan los
gasteropodos marinos de la superfamilia Conacea, la cual incluye las familias Conidae,
Turridae y Terebridae (ver Figura 1) (Abott y Dance, 1990). La superfamilia Conacea esta
integrada por caracoles marinos carnivoros venenosos, que poseen érganos especializados

para la aplicacion del veneno a sus presas (Kohn et al., 1972).

SUPER FAMILIA CONACEA

Turridae Terebridae Conidae

Figura 1. Familias que conforman la Super Familia Conacea.



Hasta la fecha, la gran mayoria de las investigaciones realizadas con caracoles
venenosos se restringe al estudio de especies piscivoras y molusquicivoras del género
Conus (familia Conidae). Este género contiene alrededor de 500 especies que se encuentran
ampliamente distribuidas en aguas tropicales. Los caracoles pertenecientes al género Conus
constituyen unas de las especies mas dominantes de depredadores en los arrecifes coralinos
(Olivera et al., 1985). De hecho, las especies piscivoras del género representan los tnicos

caracoles conocidos que se alimentan de vertebrados (Kohn, 1956).

Los caracoles del género Conus se alimentan de noche y sus presas incluyen
gusanos marinos, cefalopodos, otros gasteropodos, bivalvos, peces y crustaceos. Para
alimentarse, envenenan a sus presas mediante la inyeccion de toxinas, a través de un diente
hueco y desechable ubicado al final de la probdscis (Kohn et al., 1972). Las toxinas actian
rapidamente y son muy especificas. La especificidad de las toxinas depende del tipo de
organismo con el que se alimenta cada especie de tal forma que las especies piscivoras
como Conus purpurascens producen venenos que paralizan a los peces de inmediato
(Terlau ef al., 1996). En contraste, las toxinas de las especies molusquiscivoras, como el C.
textile, inducen movimientos peristalticos en sus presas, lo que impide que el molusco

pueda retraerse en su concha al ser atacado (McIntosh ef al., 1995).

Los venenos de las especies del género Conus contienen una gran variedad de
péptidos solubles y neuroactivos conocidos como conotoxinas (Olivera ef al., 1990; Olivera
et al., 1991). De los venenos también se han aislado analogos a neuropéptidos, tales como
la Lys-conopresina-G de C. imperialis, que interacciona con receptores de vasopresina-
oxitocina (Nielsen et al, 1994) y la contulakina-G, que es un andlogo de neurotensina
(Craig, et al., 1999a). Se especula que en algunos casos, la presencia de estos homoélogos de
neuropéptidos enddgenos en el veneno de las especies de Conus facilita el proceso de
envenenamiento (Olivera, et al., 1985). Recientemente, el grupo del Dr. Edgar Heimer del
Instituto de Neurobiologia de la UNAM.,, aisl6 a partir de C. spurius un nuevo tipo de
neurotoxinas peptidicas, las conorfamidas, que son analogas de los FMRF amino péptidos

(Maillo et al, 2002), cuyos receptores estan implicados en la mecanosensacion, la



propiocepcion, la percepcion del dolor, la gametogénesis y el transporte de sodio epitelial
(Garcia-Afioveros et al., 1997; Coscoy ef al., 1998; Marco et al., 1995).

Las conotoxinas constituyen los principales compuestos neurotdxicos presentes en
los venenos de los caracoles del género Conus. Estas toxinas son polipéptidos pequefios
que contienen una alta proporcion de cisteinas en su estructura, lo cual les confiere una
conformaciéon molecular rigida y estable (Gehrmann et al., 1998). Las conotoxinas han sido
clasificadas, con base en su estructura quimica y en su actividad farmacologica, en
diferentes familias (Craig ef al, 1999b; Olivera y Cruz, 2000) que incluyen: a) a-
conotoxinas, que inhiben el receptor nicotinico, b) ®-conotoxinas, que bloquean canales de
calcio (Ca®") neuronales presinapticos regulados por voltaje, evitando la liberacién de
neurotransmisores, c) L-conotoxinas, que bloquean canales de sodio en células musculares
(Olivera, 1997), d) 6-conotoxinas, las cuales bloquean canales de sodio, al igual que las p-
conotoxinas, pero lo hacen en un sitio diferente del canal (Shon ef al, 1995), e) -
conotoxinas, que inhiben los canales de potasio del tipo "Shaker" (Terlau ef al, 1996), f)
conantokinas, que bloquean los receptores glutamatérgicos NMDA (Haack ef al., 1990), g)

o-conotoxinas, que inhiben el receptor serotoninérgico SHT3 (England et al., 1998), h) e-

conotoxinas, que posiblemente inhiben canales de Ca®* presinapticos activados por voltaje
e interaccionan con receptores presinapticos acoplados a proteinas G (Rigby et al., 1999), 1)
aA-conotoxinas (Hopkins et al., 1995) y ¢-conotoxinas (Shon et al., 1997), bloqueadoras
de los receptores nicotinicos de acetilcolina, j) nO-conotoxinas, que bloquean canales de
sodio activados por voltaje (McIntosh ef al., 1995), k) y-conotoxinas, agonistas de canales
cationicos de tipo marcapaso en neuronas (Fainzilber ez al., 1998) y ) A-conotoxinas, cuyo

sitio de accion es aun desconocido (Balaji ef al., 2000).

Las caracteristicas estructurales de las conotoxinas (tamafio pequefio y rigidez) les
confieren una alta afinidad y especificidad de union a canales ionicos o receptores
membranales, razon por la cual estos péptidos han resultado ser sumamente utiles como
herramientas farmacoldgicas para el estudio de receptores y canales idnicos (Myers ef al.,

1993). Asimismo, las conotoxinas constituyen prototipos estructurales muy promisorios



para el disefio de farmacos con efecto sobre los sistemas nervioso y muscular (Adams y
Olivera, 1994; Miljanich, 1997; Olivera, 1997). A este respecto, es importante mencionar
los casos de la o-conotoxina GVIA, aislada a partir de C. geographus y de la ®-conotoxina
MVIIA, obtenida del veneno de C. magus. La conotoxina GVIA se ha convertido en una
herramienta usual para medir la inhibicién de la liberacion de neurotransmisores inducida
por la activacion de canales de Ca** voltaje dependientes. Este péptido bloquea los canales
de Ca®* tipos L y N en las neuronas, pero solamente afecta los canales de Ca®" tipo N en las
células musculares (Olivera ef al., 1985). Por otra parte, la ®-MVIIA (conocida también
como SNX-111 o Ziconotide) bloquea exclusivamente canales de Ca" tipo N y es de 100 a
1000 veces mas potente que la morfina, la cual constituye el analgésico mas potente usado
en la actualidad. El ziconotide, a diferencia de la morfina, no causa adiccion (Olivera e al.,
1985) y actualmente esta siendo revisado por la FDA de E.E.U.U. en pruebas clinicas para
el alivio del dolor intratable (Gibbs, 1996).

1- FUNDAMENTACION TEORICA DEL MODELO FARMACOLOGICO QUE SE
UTILIZO PARA LA REALIZACION DEL PROYECTO

El rastreo farmacologico de los extractos proteicos y organicos obtenidos a partir de
los caracoles objeto de estudio, se realizo mediante la determinacion de su efecto sobre las
contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo. Este modelo se empled también en

las evaluaciones preliminares del mecanismo de accion de los extractos.
A.- MODELO DEL ILEON AISLADO DE COBAYO

Debido a la compleja inervacion neuronal del tracto gastrointesinal el ileon aislado
de cobayo es un modelo farmacologico que permite la deteccion de especies bioactivas que
contienen compuestos con efecto sobre el sistema nervioso y/o la musculatura lisa

(Williamson et al., 1996).

El ensayo de ileon aislado de cobayo es ideal para biodirigir el aislamiento de
compuesto activos y permite analizar pequefias cantidades de sustancias de prueba, en un

tiempo relativamente corto. Sin embargo, mediante el empleo de este ensayo resulta muy



dificil obtener informacién completa acerca del mecanismo por medio del cual un extracto
0 un compuesto puro induce una respuesta en el ileon, lo cual representa una desventaja.
Esta limitacion se hace mas evidente cuando se pretende analizar un extracto crudo, el cual
puede contener una mezcla de compuestos diferentes, en el que cada puede estar actuando
en diferentes niveles. Sin embargo, mediante este ensayo es posible realizar experimentos
que pueden sugerir o proporcionar alguna informacion con relacion al mecanismo de accién
de extractos o principios activos, mediante el empleo de diversos agonistas y/o antagonistas

especificos (Samuelsson, 1991; Rojas ef al., 2002).

Ademas, es un hecho bien establecido que el tracto gastrointestinal estd inervado
por lo que se considera la tercera division del sistema nervioso auténomo (SNA), conocida
como sistema nervioso entérico (SNE). Conjuntamente con el SNE, los otros sistemas en
los que se divide el SNA (simpatico y parasimpatico), son los responsables del control de
las secreciones y de la motilidad del tracto gastrointestinal (Gershon ef al., 1994; Costa et
al., 2000; Holzer et al., 2001).

Se ha encontrado la presencia y accion en el SNE de numerosos neurotransmisores
(Costa et al., 1996; Furness, 2000; Galligan et al., 2000). El hecho de que exista una gran
variedad de sustancias neurotransmisoras en el SNE, permite compararlo
farmacologicamente con el sistema nervioso central (SNC). Asi, la musculatura lisa
gastrointestinal inervada por el SNE constituye un tejido adecuado para la caracterizacion

de compuestos con potencial actividad farmacologica a nivel del SNC.

Este modelo presenta ventajas adicionales como la relativa facilidad del bioensayo y
el requerimiento de pequefias cantidades de sustancia para inducir un efecto en el ileon. Por
las razones antes mencionadas el modelo de ileon aislado de cobayo resulta muy apropiado,
tanto en la evaluacion farmacolégica preliminar de los extractos crudos preparados a partir
de diferentes organismos, como en el monitoreo de la actividad bioldgica durante el
proceso de aislamiento de los principios activos (Samuelsson, 1990; Williamson et al.,

1996).



B.- ANATOMIA DEL ILEON DE COBAYO

El intestino del cobayo se extiende desde el piloro del estomago hasta el ciego del
intestino grueso. Comenzando desde el piloro, el intestino delgado se divide en tres partes:
el duodeno, el yeyuno y el ileon (Weisbrodt, 1987; Guyton y Hall, 1997). La longitud total
del intestino delgado es de alrededor de 125 cm y su didmetro mide entre 4 y 6 mm
(Samuelsson, 1991). Los bordes entre las distintas partes no se distinguen a simple vista,
pero la unién entre el ileon y el ciego es facil de observar; de este modo, el ileon puede ser
identificado (ver Figura 2). El ileon constituye alrededor del 55% del intestino delgado
(Weisbrodt, 1987; Costa et al., 1996).

Un corte transversal del ileon de cobayo muestra varios estratos. El estrato seroso
mas externo esta compuesto de mesotelio y tejido conectivo. Dicho estrato esta conectado
con el mesenterio. Bajo la capa serosa hay dos estratos de musculo liso. En el primer
estrato, las células musculares estan orientadas longitudinalmente, mientras que la
orientacion en el segundo estrato es circular. Bajo las capas musculares se extienden la
submucosa y la mucosa; esta ultima se proyecta al interior del [imen del intestino por
pequefias proyecciones llamadas villi. En el ileon de muchos otros mamiferos, se encuentra
un tercer estrato muscular, la mucosa muscular, la cual esta situada entre la submucosa y la
mucosa. Este estrato muscular no se encuentra en el ileon de cobayo (Gabella, 1987; Costa
et al., 1996; Guyton y Hall, 1997).



Figura 2. Esquema del tracto gastrointestinal del cobayo. Estomago (a), duodeno (b),
yeyuno (c), ileon (d), ciego (e) y colon (f).

Las fibras musculares del tracto gastrointestinal estan habitualmente asociadas en
capas (o haces); cada una consta de hasta 1000 fibras musculares paralelas. En la capa
muscular longitudinal, los haces se extienden en sentido longitudinal por el aparato
digestivo, mientras que en la capa muscular circular se encuentran rodeandolo. Las
membranas celulares de las fibras musculares se adhieren unas a otras en muchos puntos,
de tal forma que la fuerza generada en una fibra muscular puede transmitirse a la siguiente.
Ademas, la presencia de uniones intercelulares tipo “gap” permiten el flujo libre de iones
de una célula a otra, de forma que los potenciales de accion o los iones simples pueden

viajar de una fibra muscular a la siguiente y hacer que las fibras se contraigan de manera



simultanea. Existen también interconexiones entre las capas musculares longitudinales y
circular, por lo que la excitacion de una de ellas suele estimular también a la otra (Guyton y
Hall, 1997).

Las células del musculo liso tienen un solo nucleo, son fusiformes y tienen una
longitud de 500 a 700 pum cuando estan en reposo. En las contracciones isotonicas, los
miocitos pueden acortarse a menos de %% de su longitud original. Las fibras musculares
contienen multiples filamentos de actina y miosina conocidos también como filamentos
delgados y gruesos, respectivamente. La interaccion entre ambos filamentos genera la
fuerza necesaria para desencadenar el mecanismo de contraccion muscular (ver Figura 3)
(Huxley, 1969).

El reticulo sarcoplasmatico de la célula del musculo liso esta involucrado en los
procesos de sintesis de muchos lipidos y proteinas de membrana, pero su funcion mas
importante es el almacenamiento y la liberacion de Ca®* (Haynes y Mandueno, 1987;
Gabella, 2001). Adicionalmente, existen otros lugares de almacenamiento intracelular de
Ca*" en el musculo liso; sin embargo, su funcion no se conoce con claridad como en el caso
de las fibras esqueléticas (Gabella, 1987, Costa ef al., 1996). Cuando el musculo liso es
estimulado, el Ca®* almacenado en el reticulo sarcoplasmico es liberado por diferentes

mecanismos, sin embargo la principal fuente de Ca’" es extracelular (Gabella, 1987).

En el musculo liso, los filamentos de actina estan agrupados en haces laxos
adosados a cuerpos densos en el citosol, los cuerpos densos son mantenidos en su posicion
por un armazén de proteinas estructurales que los mantienen unidos entre si. El otro
extremo de los filamentos de actina se conecta a placas de fijacion, similares a los cuerpos
densos, pero localizados en la membrana celular de la fibra muscular (Gabella, 2001). Cada
filamento de actina estd compuesto por una doble hebra de actina-F, la cual es un polimero
filamentoso constituido por multiples monémeros de actina-G ordenados linealmente. Las
hebras de actina-F estan enrolladas en espiral con la tropomiosina, una proteina que se

encuentra conectada de forma laxa con las hebras de actina-F (Beckeile, 1998).
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Figura 3. Interaccion entre los filamentos de actina y miosina en el mecanismo de
contraccién muscular.

Entre los numerosos filamentos de actina, se intercalan algunos filamentos de
miosina. Cada filamento de miosina esta compuesto por 200 o mas moléculas individuales
de miosina II, cada una con un peso molecular de aproximadamente 480 kDa. Una
molécula de miosina II estda compuesta por seis cadenas polipeptidicas: dos cadenas pesadas
con un peso molecular de aproximadamente 200 kDa cada una y cuatro cadenas ligeras con
pesos moleculares de aproximadamente 20 kDa cada una. Las cadenas pesadas estan

organizadas en tres dominios diferentes: el dominio de la cabeza, el dominio del cuello y el
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dominio de la cola. El dominio globular de la cabeza contiene un sitio de fijacion de actina

y un sitio de fijacion de ATP con actividad de ATPasa (Wendt ef al., 2001).

Adyacente al dominio de la cabeza se encuentra la regioén del cuello a-helicoidal,
que se asocia con las cadenas ligeras. El dominio de la cola es una porcién elongada de la
hélice que se enrolla con la cola de la otra cadena pesada para formar una doble hélice.
Cada cadena pesada de miosina II contiene dos cadenas ligeras diferentes, denominadas
cadenas ligeras esencial y reguladora, ambas son proteinas fijadoras de Ca”". Las colas de
todas las moléculas de miosina II estan agrupadas para formar el cuerpo del filamento de
miosina, mientras que muchas cabezas de las moléculas cuelgan hacia el exterior a los dos
lados del cuerpo (Figura 4) (Rayment, 1996; Wendt et al., 2001).

ligera reguladora
esencial

Figura 4. Composicion de la Miosina II
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C.- INERVACION INTRINSECA Y EXTRINSECA EN EL {LEON

La pared gastrointestinal contiene fibras nerviosas de origen extrinseco provenientes
del SNC que llegan hasta el intestino via el nervio vago, los nervios mesentéricos y los
nervios pélvicos. Sin embargo, el intestino también contiene un sistema nervioso intrinseco
que puede funcionar independientemente de los impulsos de origen extrinseco (Gershon et
al., 1994; Furness et al., 1998; Costa et al., 2000; Brookes, 2001). Esto fue reconocido por
Langley en 1921, quien clasifico el SNE como una divisién especifica del SNA junto con
los sistemas Simpatico y Parasimpatico (Langley, 1921). Existen varias razones para

considerar el SNE de manera independiente, entre las cuales podemos mencionar:

1.- el SNE es relativamente independiente del control del SNC. Si se interrumpe la
inervacién extrinseca del SNA, simpatico y parasimpatico, no se observan modificaciones
significativas en las funciones digestivas,

2.- el nimero de neuronas en el SNE iguala al numero total de neuronas en la
meédula espinal, por lo tanto este sistema es muy extenso y

3.- hay quiza 10 o mas tipos diferentes de nervios en el SNE.
D.- ARREGLO DE LOS PLEXOS NERVIOSOS ENTERICOS

Los nervios y ganglios del SNE estan dispuestos en distintos plexos, distribuidos
por todo el tubo digestivo que se extienden desde el musculo liso del estomago hasta el
esfinter anal interno. Los dos plexos dominantes son el plexo mientérico (plexo de
Auerbach), situado entre los estratos musculares longitudinal y circular y el plexo
submucoso (Plexo de Meissner) que se encuentra en el tejido conectivo de la submucosa.
La mayoria de los somas de las neuronas del SNE estan en los ganglios del plexo
mientérico. En el intestino del cobayo los ganglios del plexo mientérico contienen un
promedio de 43 neuronas (rango 10-100). Los ganglios de los plexos submucosos son
pequefios, contienen un promedio de 8 células por ganglio. El nimero total de neuronas es

mas pequefio en este plexo (Gershon ef al., 1994).
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Paquetes de fibras nerviosas conectan los ganglios en los plexos y forman una red
continua. Adicionalmente, los axones de las neuronas provenientes del simpatico y del
parasimpéatico, asi como los axones y dendritas de neuronas sensoriales, penetran en los
plexos y se conectan con las neuronas intrinsecas del SNE. La mayoria de los axones son,

de cualquier modo, de origen intrinseco (Gabella, 1987).

E.- NEUROTRANSMISORES EN EL SNE

El SNE contiene diversas terminales nerviosas, con diferentes neurotrasmisores y
varios tipos de receptores, lo cual le proporciona una gran versatilidad a la preparacion de
ileon aislado de cobayo (Cuadro 1). Antes de 1965 se pensaba que la ACh y la
noradrenalina (NA) eran los Unicos neurotransmisores presentes en el sistema nervioso
periférico (SNP), pero a partir de entonces, se han encontrado evidencias que indican la
presencia en el SNE de otras sustancias neurotransmisoras que incluyen: la serotonina (5-
HT), el acido y-aminobutirico (GABA), el glutamato, el trifosfato de adenosina (ATP), el
oxido nitrico (NO), péptidos endogenos (encefalinas, dinorfinas y endorfinas), la sustancia
P y el polipéptido vasoactivo intestinal (Costa ef al.,, 1996; Furness, 2000, Galligan et al.,
2000). También se han encontrado somatostatina, bombesina y fragmentos terminales de
colecistokinica, pero su papel como neurotransmisores no se ha establecido. De manera
adicional, existen pruebas que indican la existencia en el SNE de una barrera plexohemoto-

mioentérica a moléculas pequefias, similar a la barrera hematoencefalica (Gershon ef al.,
1994).

Cuadro 1. Principales neurotransmisores del SNE y sus receptores.

NEUROTRANSMISOR RECEPTOR REFERENCIA
Noradrenalina al, a2,y 2 Furness, 2000; Galligan ef
al., 2000
Acetilcolina Nicotinico Ny Caufield, 1993; Sargent,
Muscarinico M2 y M3 1993; Bertrand y Changeaux,
1995; Brown y Taylor, 1996;
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Continuacién del Cuadro 1. Principales neurotransmisores del SNE y sus receptores.

NEUROTRANSMISOR RECEPTOR REFERENCIA

Histamina H1 Bade y Serafin, 1996

Acido y-aminobutirico | GABAg Gershon et al., 1994; Costa

(GABA) et al., 2000

Polipéptido vasoactivo | VIP1 y VIP 2 Brookes, 2001

intestinal (VIP)

Neuropéptido Y Y2 Furness, 1996; Costa ef al,
2000; Furness, 2000

Somatostatina SST1y SST2 Brooles, 2001

Serotonina (SHT) SHT3 y 5SHT4 Costa et al., 2000

Dopamina D1yD2 Costa et al., 2000Brookes,
12001

Glutamato NMDA Hille, 1992; Nakanishi, 1992

F.- REGULACION DE LA CONTRACCION DEL MUSCULO LISO

La union de ligandos a sus respectivos receptores de superficie celular puede causar
un incremento (o disminucién) en las concentraciones de moléculas intracelulares de
seflalizacion denominadas segundos mensajeros. Estas moléculas de sefializacion de bajo
peso molecular incluyen 3'5'-adenosina-monofosfato ciclico (AMPc), 3',5'-guanosina-
monofosfato ciclico (GMPc), 1,2-diacilglicerol (DAG), 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3),
distintos fosfolipidos de inositol y Ca®*. Los segundos mensajeros juegan un papel

importante en la regulacion de la contraccién muscular (Kamm y Stull, 1989).

El Ca®" libre, bajo condiciones normales, se encuentra a una concentracion
intracelular relativamente baja (< 0.1uM), pero un aumento de la concentracion de este idn
en las fibras musculares desencadena la contraccién muscular, al unirse el Ca** a diversas

proteinas que regulan la actividad de la actina y la miosina II (Ebashi et al., 1967, Himpens
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y Somlyo, 1988; Osaki et al., 1988). Las fibras del misculo esquelético almacenan grandes
cantidades de Ca”" en el reticulo sarcoplasmico y el Ca’" almacenado en él se libera para
dar inicio a la contraccion del musculo esquelético (Haynes y Mandveno, 1987). Sin
embargo, el reticulo sarcoplasmico estd poco desarrollado en las fibras del musculo liso por
lo que gran parte del incremento del Ca®" citosdlico se debe al ingreso de Ca®" extracelular

a través de canales de Ca®" situados en la membrana celular (Ehrlich y Watrasm 1988).

El Ca®" puede regular la contraccion del musculo liso a través de proteinas como la
calmodulina y sus proteinas efectoras, que son de gran importancia. El Ca®*, mediante su
interaccion con la calmodulina, modula la funcion de proteinas efectoras que a su vez
regulan la actividad de la actina y de la miosina. Con relacion a la regulacion de la actina,
se sabe que el musculo liso contiene tropomiosina, pero carece de troponina. Sin embargo,
en la célula del musculo liso, existe un sistema equivalente al complejo tropomiosina-
troponina, en el cual interviene la proteina caldesmona (Szpacenko et al., 1985). Cuando
desciende la concentracion de Ca®* intracelular, la caldesmona se une a la tropomiosina y el
complejo caldesmona -tropomiosina se fija a los filamentos delgados de actina, impidiendo
que esta se una a la miosina II, lo cual inhibe la contraccion. Cuando los niveles de Ca**
intracelular aumentan, el complejo Ca**-calmodulina se fija a la caldesmona, provocando
que esta se libere de la tropomiosina y en consecuencia, la actina puede interactuar con la
miosina II y se produce la contraccion del musculo (Smith ef al, 1987). Otra via que
impide la fijacion de la caldesmona a la actina involucra la fosforilacion de la caldesmona.
Esta proteina fosforilada no se fija bien a los filamentos de actina y por lo tanto, es incapaz
de inhibir la union de actina y miosina. La fosforilacion de la caldesmona se lleva a cabo
por diferentes cinasas, entre las cuales se encuentra una proteina cinasa activada por

mitogenos (Huang ef al.,2003).

Por otra parte, la contraccion del musculo liso también esta regulada por una via
compleja en la que participan las cadenas ligeras reguladoras de la miosina (RMLC).
Cuando las concentraciones de Ca®>" son bajas, uno de los dos pares de cadenas ligeras de la
miosina inhibe las interacciones entre las cabezas de miosina y los filamentos de actina.

Cuando las RMLC se fosforilan por la enzima miosina LC cinasa, esta inhibicion se
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elimina y el masculo liso se contrae. Esta cinasa es activada por Ca>" de manera indirecta.
Cuando los niveles de Ca’* intracelular aumentan, este i6n se une a la calmodulina (una
proteina fijadora de Ca’"). El complejo Ca’"-calmodulina se fija a la miosina LC cinasa y la
activa. La union de las cabezas de miosina a los filamentos de actina permite la activacion
de la ATPasa de la cabeza de miosina. La hidrolisis del ATP proporciona la energia
necesaria para que se produzca la contraccion del musculo liso (Kamm y Stull, 1985:;
Somlyo y Somlyo, 1994; Gallagher et al., 1997, Highsmith, 1999; Kamm y Stull, 2001;
Heller et al., 2003).

Otra via involucrada en el fendmeno de la contracciébn muscular incluye la
participacion de los fosfolipidos de inositol, el IP3 y el DAG. Los dos ultimos compuestos
derivan del fosfatidilinositol (PI) localizado en la membrana. El PI se fosforila en distintas
posiciones por accion de diversas cinasas. La fosforilacion del inositol del PI, produce
fosfatidilinositol trifosfato (PIP3;) el cual permanece anclado a la membrana plasmatica.
Este puede escindirse por accion de la fosfolipasa C (PLC), enzima asociada a membrana
plasmatica, la cual puede ser activada mediante la estimulacion de receptores membranales
acoplados” a proteinas G. La ruptura del PIP; genera el DAG, que permanece en la
membrana, e IP; capaz de difundir en el citosol ( Berridge ef al., 1989). El IP; se fija a un
canal de Ca®* situado en la membrana del reticulo sarcoplasmico. Esta union induce la
apertura del canal y permite la salida del Ca®* del reticulo hacia el citosol. El incremento de
Ca”" intracelular induce la translocacién de la proteina cinasa C (PKC) hacia la membrana
plasmatica. Por otra parte, el DAG puede activar a la PKC traslocada a la membrana debido
a la union de Ca®* (Ehrlich y Watras, 1988; Nishizuka, 1988). La activacion de PKC en
distintas c€lulas produce un amplio espectro de respuestas celulares (Nishizuka, 1988); en
el misculo liso puede inhibir a la enzima miosina LC fosfatasa (Li et al, 1998), lo cual

ayuda a desencadenar el mecanismo de contraccion muscular.

El GMPc es sintetizado a partir de GTP por la accion de la enzima guanilato ciclasa
(SGC). El GMPc¢ es capaz de inducir la relajacion del musculo liso debido a la activacion
de la proteina cinasa dependiente de GMPc, PKG (Lohmann et al., 1997). La PKG bloquea

o impide la contraccion del musculo liso mediante la fosforilacion de residuos de serina o
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treonina de diversas proteinas funcionales (Orstavik et al., 1996; Tamura et al, 1996;
Lohmann et al, 1997). La PKG puede reducir la concentracion de Ca®" intracelular
inhibiendo los canales de Ca®" voltaje-dependientes tipo L (Liu ez al,, 1997; Ruiz-Velasco
et al., 1998) y activando otras proteinas de membrana: la bomba Ca®>*-Mg?* (Yoshida et al,
1992) y el intercambiador Na'-Ca®* (Furukawa et al., 1991). El control de la fuerza de
extrusion de Ca®" de la célula a través del intercambiador Na'-Ca*" depende de otros dos
efectos mediados por GMPc: deplecion de Na' intracelular a través de la activacion de la
bomba Na'-K" (Tamaoki et al., 1997) e hiperpolarizacion de la membrana celular a través
de la activacion de canales de potasio dependientes de Ca®" (Carrier ef al., 1997). La PKG
reduce también la concentracion de Ca’’ intracelular mediante la induccion del
almacenamiento de éste ion en el reticulo sarcoplasmico. Esto lo lleva a cabo mediante la
activacion de la bomba de Ca?* localizada en la membrana del reticulo sarcoplasmico
(Andriantsitohaina et al., 1995; Sabine ef al.,, 1995). De manera adicional, la fosforilacion
de la PLC mediante la PKG inhibe la produccion de IP; y asimismo, la PKG puede activar
mediante fosforilacion a la miosina LC fosfatasa ( Ruth ef al, 1993; Lee y Kitazawa,
1997).

El AMPc es un segundo mensajero que se sintetiza a partir de ATP por accion de la
enzima adenilato ciclasa y ejerce sus efectos mediante la activacion de la proteina cinasa
dependiente de AMPc, PKA (Krebs, 1972). El AMPc induce la relajacion de las células de
musculo liso a través de un decremento en la concentracion de Ca*" intracelular mediante
mecanismos similares a los mencionados para el GMPc (Cumiskey y Feigenson, 1983;
Murthy y Markhlouf, 1995; Ruiz-Velasco ef al, 1988). Ademas, varios estudios han
demostrado que la PKA inactiva por fosforilacion a la miosina LC cinasa (Silver y Disalvo,
1979; DeLanerolle ef al., 1984).

Existen otros mecanismos que participan en la regulacion del fenomeno de la
contraccion muscular. Por ejemplo, la enzima Rho cinasa puede fosforilar a la enzima
miosina LC fosfatasa e inhibir su actividad (Kymura et al., 1996; Andrew et al., 2003). La
actividad de la fosfatasa es independiente de Ca* y tiene la capacidad de desfosforilar la

cadena ligera reguladora de la miosina, lo cual induce la relajacién muscular. Cuando la
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fosfatasa se inactiva, aumenta el nivel de fosforilacion de la cadena ligera de miosina
mediante la enzima miosina LC cinasa, de tal manera que se favorece la contraccion.
Ademas, la Rho cinasa activa de forma directa la miosina, al fosforilar la cadena ligera
reguladora (Noda et al., 1995; Andrew et al., 2003).

G.- CONTRACCION ESPONTANEA DEL MUSCULO LISO INTESTINAL

El musculo liso intestinal se contrae de manera espontanea cuando se estira y ésta
contraccién no depende de ninguna inervacion extrinseca. Existen estimulos en el intestino,
por ejemplo la presencia de alimentos, que generan la distension de las paredes
gastrointestinales, induciendo una actividad motora en las células del musculo liso
intestinal. Esta actividad, que incluye los movimientos peristalticos, esta controlada por
circuitos nerviosos intrinsecos del SNE (Furnes y Costa, 1987; Hasler, 1994;). Los circuitos
nerviosos intrinsecos contienen neuronas intrinsecas aferentes primarias que responden a la
distension de las paredes del intestino y son las primeras en recibir la informacion sobre la
naturaleza e intensidad del estimulo (Grider y Jin, 1994; Furness ef al., 1995; Kunse ef al.,
1998).

Las neuronas intrinsecas aferentes primarias, son neuronas Dogiel tipo II que se
encuentran distribuidas en ambos plexos (mientérico y submucoso) del SNE (Dogiel, 1899;
Furness e al., 1989). La respuesta de estas neuronas al estiramiento depende de la apertura
de canales activados por estiramiento ("stretch activated channels") localizados en la
membrana del muasculo liso intestinal. La apertura de estos canales inicia la contraccion de
la célula muscular. El movimiento mecanico provocado por la contraccién induce la
distorsion de sitios especificos en las membranas de las neuronas intrinsecas aferentes,
provocando la activacion de canales ionicos en las membranas neuronales, con lo cual se
generan y propagan potenciales de accion que se transmiten a otras neuronas y a otras

c€lulas musculares. (Kunze 1998).
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H.- ACCION DE LOS FARMACOS EN LA MOTILIDAD DEL ILEON

Como se mencion6 anteriormente, el SNE funciona independientemente de los
impulsos de origen extrinseco (simpatico y parasimpatico). Las células musculares de un
trozo aislado de ileon se encuentran bajo la influencia de impulsos controlados por este
sistema intrinseco y su estado contractil, en un momento determinado, depende del balance
de la informacion controlada por los diferentes mensajeros quimicos, ya sea estimuladores
o inhibidores (neurotransmisores, hormonas, autocoides y sustancias paracrinas y otras
fuentes). Este balance puede ser alterado por farmacos. Al adicionar un farmaco al bafio
donde se encuentra el trozo de ileon, se puede inducir un cambio en el estado contractil de
los musculos del ileon, causando una contraccion o una relajacion. Este cambio puede ser
registrado, por lo cual es posible estudiar el efecto del farmaco (Samuelsson, 1990;
Williamson et al., 1996).

Los cambios en la contractilidad intestinal inducidos por un farmaco pueden ser el
resultado de su interferencia con la sintesis, la liberacion o la degradacion de
neurotransmisores. Pero también, pueden ser el resultado de la accion directa del farmaco
con los receptores de neurotransmisores, de hormonas o de autacoides. Asimismo, el
farmaco puede influir en la secrecion de hormonas o de autacoides o puede producir sus
efectos al interferir con la produccion de segundos mensajeros, por ejemplo el AMP ciclico
o el GMP ciclico, que influyen en los niveles intracelulares de Ca®", el cual es importante
para la contraccion muscular. Adicionalmente, el farmaco puede actuar directamente en las

células del masculo liso (Gershon et al., 1994).

La presencia en el SNE de un gran nimero de terminales nerviosas con diferentes
neurotransmisores y con muchos tipos de receptores, permite que el ensayo de ileon aislado
constituya una buena herramienta para la deteccion de los efectos de los farmacos. Sin
embargo, debido a la complejidad de los posibles sitios y mecanismos de accion, resulta
dificil la elucidacion exacta del mecanismo de accion de los farmacos, empleando

unicamente este bioensayo (Gabella, 1987).
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I- EL MODELO DE ILEON AISLADO DE COBAYO Y SU APLICACION EN LA
EVALUACION FARMACOLOGICA DE TOXINAS PRODUCIDAS POR
GASTEROPODOS MARINOS

El ileon aislado de cobayo ha sido empleado ampliamente desde hace varios afios
por investigadores interesados en el estudio de toxinas producidas por organismos marinos.
A continuacion se mencionan algunos ejemplos de estudios realizados con caracoles

marinos, en los que se ha utilizado el ensayo de ileon aislado de cobayo.

En investigaciones efectuadas por D. J. West en la Universidad de Londres, se
empleo el ensayo de ileon aislado de cobayo para estudiar el efecto de toxinas producidas
por algunas especies de caracoles marinos pertenecientes a las familias Cymatiidae,
Bursidae, y Costellaridae, las cuales utilizan mecanismos de caza muy similares a los de
las especies del género Conus. Dichos estudios demostraron que las toxinas estudiadas

tienen un efecto farmacologico importante sobre el SNE (West ef al., 1996).

Otras investigaciones realizadas por el Dr. Kobayashi en Tokio demostraron que la
myotoxina (MTX), purificada del veneno de Conus magus, produce contracciones en el
ileon de cobayo, las cuales pueden ser inhibidas por TTX (Kobayashi ef al., 1982). En otras
investigaciones realizadas por el Dr. Kobayashi se estudié el efecto del extracto de C.
striatus, el cual produce un aumento en las contracciones del ileon de cobayo (Kobayashi et
al., 1981).

En el Centro de Bioquimica de Niza en Francia, el Dr. Schweitz estudi6 un
polipéptido aislado del veneno de C. tessulatus, que también produce contracciones en el

ileon de cobayo (Schweitz et al., 1986).
Con base en los antecedentes presentados, es indudable que el ensayo de ileon

aislado de cobayo representa una herramienta muy util para la caracterizacion preliminar de

los mecanismos de accion de neurotoxinas producidas por gasteropodos marinos.
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JUSTIFICACION

Las investigaciones realizadas sobre los venenos producidos por gasteropodos
marinos de la superfamilia Conacea, se han centrado en el estudio de las toxinas de
naturaleza peptidica sintetizadas por caracoles de la familia Conidae (género Conus).
Aunque muy numerosos, dichos estudios han dejado algunos aspectos sin explorar. Por
ejemplo, se desconoce si todas las toxinas contenidas en los venenos de los caracoles de
este género son de naturaleza peptidica. Se desconoce también cuales son los metabolitos
secundarios de Conus sp. y qué papel desempefian tales metabolitos secundarios en la
toxicidad de los venenos producidos por los caracoles. Con relacién a este aspecto, resulta
sorprendente que no se hayan realizado estudios quimicos enfocados especificamente a
aislar metabolitos secundarios de las especies de éste género. Es cierto que se aislo
serotonina a partir de C. imperialis (McIntosh ef al., 1993), sin embargo, el aislamiento de

esta amina se llevo a cabo durante la purificacion de las toxinas peptidicas del caracol.

Por otra parte, no se han realizado investigaciones sobre especies pertenecientes a
las familias Turridae y Terebridae, las otras dos que conforman la superfamilia Conacea. La
familia Turridae esta constituida por caracoles carnivoros que se alimentan principalmente
de gusanos marinos. Estos organismos, estrechamente relacionados filogenéticamente con
las especies del género Conus, poseen un aparato venenoso muy eficiente (Miller, 1989),
hecho por el cual es muy probable que produzcan toxinas que tengan efecto sobre el
sistema neuromuscular de sus presas, lo que sugiere una accion sobre canales iOnicos y
receptores membranales. Una de las principales razones por las que no se han estudiado
dichos caracoles es su localizacion a grandes profundidades. Sin embargo, se considera que
la familia Turridae constituye el grupo mas grande de caracoles venenosos que existe en la
naturaleza, con mas de 200 géneros (Olivera, 1999). Es obvio que estos organismos

representan una fuente potencial muy rica de compuestos bioactivos.
Finalmente, vale la pena mencionar que aunque son muy numerosos los estudios

efectuados sobre las toxinas producidas por caracoles del género Conus, son muy escasos

los trabajos realizados sobre especies mexicanas. De hecho, no fu€ sino hasta hace 5 afios,
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que el Dr. Edgar Heimer del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, inicié una linea de
investigacion relacionada con el estudio bioquimico y farmacolégico de organismos
marinos recolectados en mares mexicanos, entre los que se incluyen caracoles venenosos
(Segura et al., 1999; Maillo et al., 2002; Torres et al., 2001; Rojas ef al., 2002).

Considerando que los mares mexicanos albergan una biodiversidad muy rica de
especies marinas, la gran mayoria de las cuales jamas ha sido estudiada cientificamente, se
decidi6 iniciar el presente proyecto de tesis con un enfoque interinstitucional e
interdisciplinario que tiene por objeto realizar un rastreo farmacologico de gasteropodos
rﬂarinos de las familias Conidae y Turridae, recolectados en aguas territoriales de México,
con el fin de identificar candidatos idoneos para la obtenciéon de compuestos con actividad

sobre el sistema nervioso y/o muscular.
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HIPOTESIS

Las especies de gasteropodos marinos pertenecientes a las familias Conidae y
Turridae producen toxinas que tienen efecto sobre el sistema nervioso entérico o sobre la

musculatura lisa intestinal.
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OBJETIVOS

El presente proyecto de investigacion tiene los siguientes objetivos generales:

1) evaluar el efecto de extractos obtenidos a partir de glandulas y conductos venenosos de
gastéropodos marinos pertenecientes a las familias Conidae y Turridae sobre la
contractilidad de la musculatura lisa intestinal, con el objeto de identificar los candidatos

mas idoneos para la obtencion de compuestos bioactivos y

2) realizar evaluaciones farmacologicas preliminares que permitan proponer el posible

mecanismo de accion de los extractos activos.

Las especies de gasteropodos marinos seleccionadas para su estudio fueron:
Familia Turridae: Polystira albida y

Familia Conidae: Conus austini y C. spurius.

Es importante mencionar que se realizo la evaluacion farmacoldgica de los extractos
proteicos y organicos preparados a partir de los especimenes objeto de estudio. El estudio
bioquimico de los extractos proteicos activos esta siendo realizado por el grupo del Dr.
Edgar Heimer. Por otra parte, el estudio quimico de los extractos organicos de las especies
mas activas se llevara a cabo por el grupo de investigacion de la Dra. Alejandra Rojas en el
Departamento de Investigacion Quimica y Farmacologica de Productos Naturales, Facultad
de Quimica, U. A. Q. Evidentemente, la realizacion de los estudios bioquimicos y quimicos

de las especies mas potentes sera objetivo de otros proyectos de investigacion.
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ESPECIMENES, MATERIAL Y METODOS

La metodologia que se utilizO en este proyecto comprendié tres etapas que
incluyeron: 1) recoleccion de los gasteropodos marinos, congelacion de los especimenes y
transporte a nuestros laboratorios; 2) preparacion de los extractos y 3) evaluacion

farmacoldgica preliminar de los extractos.

1.- RECOLECCION Y TRANSPORTE DE LOS CARACOLES OBJETO DE
ESTUDIO

Los trabajos de muestreo y recoleccion se llevaron a cabo en varias costas de la
Republica Mexicana, en diferentes épocas del afio. Los especimenes se recolectaron por

arrastre, a traves de redes camaroneras y por buceo a diferentes profundidades.

Una vez recolectados, los especimenes fueron almacenados en hielo seco y se
transportaron, mediante un servicio de mensajeria rapida, al Laboratorio de la Unidad de
Bioquimica Analitica y Neurofarmacologia Marina del Instituto de Neurobiologia de la
UNAM.

2.- AISLAMIENTO DE LAS GLANDULAS Y LOS CONDUCTOS VENENOSOS

El cuerpo de los caracoles se separd de sus conchas, mediante centrifugacion de los
especimenes enteros a 19,000 g durante 2 minutos en una centrifuga de mesa.
Posteriormente, se disectaron las glandulas y los conductos venenosos con la ayuda de unas
pinzas y unas tijeras. Una vez aislados, las glandulas y los conductos se colocaron por
separado en un amortiguador de extraccion con una composicion de 40% (v/v) de
acetonitrilo (ACN), 2% (v/v) de acido trifluoroacético (TFA) y 58% (v/v) de agua
destilada (H,0).
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3.- PREPARACION DE LOS EXTRACTOS DE LAS GLANDULAS Y LOS
CONDUCTOS VENENOSOS DE LOS CARACOLES

La extraccion de las toxinas presentes en el veneno de los caracoles se realizd
mediante la homogenizaciéon de las glandulas y los conductos venenosos en 5 ml de
amortiguador de extraccion a 4°C, utilizando un homogenizador Brinkmann Politron
(Modelo PT 10/35). El homogenado resultante se centrifugo a 17,000 g por 30 minutos con
el fin de separar el tejido restante. Se colectdé la fase superior del centrifugado y se

determino la cantidad de proteina total por medio del método de Lowry.
4.- EVALUACION FARMACOLOGICA
A.- ENSAYO DE ILEON AISLADO DE COBAYO

Para el registro de ileon aislado, se utilizaron cobayos machos adultos (600-800 gr),
los animales se sacrificaron por dislocaciéon cervical y el intestino delgado disecado se
coloco en solucion Krebs (mM): NaCl 119, KCI 4.6, NaHCO, 20, KH,PO, 1.2, MgSO,
- 1.2, CaCl, 1.5 y glucosa 11.4 (pH 7.4), burbujeando constantemente con una mezcla

gaseosa 5% de CO, en O,.

Se separ0 la porcion correspondiente al ileon y se hicieron cortes transversales para
obtener anillos de aproximadamente 1 cm de longitud. Estos se colocaron posteriormente
en camaras de incubacion con solucién Krebs a 37°C y con el burbujeo constante de la
mezcla de CO,-O,. Las contracciones mecanicas se registraron isométricamente por medio

de transductores de fuerza Grass Modelo FT03 acoplados a un poligrafo Grass de 4 canales
Modelo 7D.

La actividad espontanea del ileon se mantuvo a una tension de un gramo. Después
de un periodo de estabilizacion de 30 minutos, se registro la actividad espontanea durante

10 minutos. Estos registros se utilizaron como control. Al cabo de este periodo, se
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evaluaron los efectos de los diferentes extractos de prueba durante 10 minutos. Los

resultados obtenidos se compararon con el control (Rojas ez al., 1995).

B.- ANALISIS DE LOS DATOS FARMACOLOGICOS

El efecto de los extractos se determiné comparando el area bajo la curva obtenida a
partir del registro grafico de la frecuencia y la amplitud de las contracciones del ileo, antes
y después de la aplicacion de las muestras. Las areas de los registros graficos obtenidos a
partir del poligrafo se calcularon mediante el empleo de una tarjeta analogica-digital
(CPLAB-10) y un programa computacional disefiado especialmente para este fin. Los
valores se expresaron como el porcentaje de aumento o inhibicion, segun sea el caso, de la
respuesta contractil, calculado a partir del promedio de 6 experimentos =+ el error estandar
(SE). Las diferencias entre las medias de dos grupos se estimaron mediante una prueba de

t de Student.

Las curvas concentracion-respuesta obtenidas para los extractos se graficaron y los
datos experimentales se ajustaron a una curva mediante un programa de ajuste no lineal
PRISMA 3.0 (GraphPad Software) y se calcularon las ICso (concentracion a la cual se

obtiene el 50% del efecto maximo).

C.- CARACTERIZACION FARMACOLOGICA PRELIMINAR DEL MECANISMO DE
ACCION DE LOS EXTRACTOS

Con la finalidad de iniciar la caracterizacion farmacologica del mecanismo de
accion de los principios activos presentes en los extractos de glandula y conducto venenoso
de C. austini, C. spurius y P. albida, se investigd su efecto sobre las contracciones del
ileon inducidas por diferentes agentes espasmogenos (acetilcolina, nicotina, histamina y
KCl). Para la realizacion de estas evaluaciones se llevo acabo el proceso metodologico
descrito en el punto No. 4, con las siguientes modificaciones: 1) después del periodo de
estabilizacién de 30 minutos, se agregan los extractos de glandulas y conductos de las

especies de prueba (10 pg proteina/ml). 2) se incubo el ileon con los extractos durante un
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periodo de 5 minutos y posteriormente se agregan los espasmogenos a sus respectivas
concentraciones minimas que producen un maximo efecto excitatorio y 3) finalmente, el
efecto de los compuestos se determina comparando las areas bajo la curva de los registros
correspondientes a la respuesta control, con las areas de los registros obtenidos de la

adicion de las sustancias de prueba (Granger, 1986).
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RESULTADOS

1. RECOLECTA Y CONTENIDO DE PROTEINAS DE LOS ESPECIMENES
OBJETO DE ESTUDIO

En primer término, se evaluo el efecto de los extractos preparados a partir de las
glandulas y conductos venenosos obtenidos de seis especimenes de cada una de las tres
especies seleccionadas para el presente trabajo. Los caracoles se recolectaron en litorales
mexicanos durante los meses de abril, julio, agosto, noviembre y diciembre del 2001 y
2002. La recolecta se realiz6 en diferentes estaciones del afio con el objeto de tener
muestras, mas o menos representativas, que permitieran observar variaciones en el
contenido de compuestos bioactivos, resultantes de diferencias entre individuos o de la
fecha de recolecta. En los Cuadros 2, 3 y 4 se muestran las dimensiones y el contenido de
proteinas de glandulas y conductos venenosos de los especimenes de C. austini, C. spurius

y P. albida seleccionados para su estudio.

Cuadro 2. Longitud y contenido de proteinas de glandulas y conductos venenosos de los
especimenes de C. austini evaluados.

Caracol Longitud de § Longitud i Longitud del Proteina total
# la concha de la conducto (ng)
(cm) glindula (cm) Glindula Conducto
(cm)
1CA S 1.0 59 1,766.8 10,212.5
2CA 45 0.9 5.4 1,022.5 883.57
3CA 43 0.8 5.3 705.40 860.25
4CA 4.5 0.8 5.5 577.13 1,235.0
5CA 4.6 0.8 5.5 147912 1936.34
6CA 4.7 1.0 5.7 553.5 1,064.3
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Cuadro 3. Longitud y contenido de proteinas de glandulas y conductos venenosos de los
especimenes de C. spurius evaluados.

Caracol | Longitud de } Longitud [ Longitud del Proteina total
# la concha de la conducto (ng)
(cm) glindula (cm) Glindula Conducto
(cm)

1CS 9.0 2.6 45 6,983.23 $20,614.31
2CS 8.3 23 37 5,526.00 #28,500.02
3CS 6.5 1.8 20 3,260.56 #11,395.00
4CS 6.5 1.6 19 3,511.83 #5,511.95 |
5CS 6.7 2.0 22 4,414.77 $4,110.48
6CS 6.0 1.9 17 3,453.03 $12,026.02

Cuadro 4. Longitud y contenido de proteinas de glandulas y conductos venenosos de los

especimenes de P.albida evaluados.

Caracol Longitud de i Longitud | Longitud del Proteina total
# la concha dela conducto (ng)
(cm) glandula (cm) Glandula Conducto
(cm)
1PA 8.5 0.5 3.0 85.285 122.482
2PA 23 0.7 4.5 115.34 138.866
3PA 8.2 05 | 40 81.774  1140.224
4PA 7.0 0.5 35 129.797 #321.868
S5PA 6.0 0.4 34 87.643 110.608
6PA 5.8 0.4 3.0 82.70 112.174
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2. EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE LOS ESPECIMENES DE PRUEBA SOBRE
LAS CONTRACCIONES ESPONTANEAS DEL ILEON AISLADO DE COBAYO.

2.1 EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE GLANDULAS Y CONDUCTOS VENENOSOS
DE LOS ESPECIMENES DE C. austini SOBRE LAS CONTRACCIONES
ESPONTANEAS DEL [LEON AISLADO DE COBAYO.

Los extractos totales obtenidos a partir de las glandulas y de los conductos
venenosos de C. austini, evaluados en un rango de concentraciones de 0.001 a 1000 pg
proteina/ml, produjeron una inhibicion, dependiente de la concentracion, de las
contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo. El efecto inhibitorio presentado por
ambos extractos se presentd de manera inmediata después de la aplicacion del extracto y se
caracteriz6 por una disminucion en la amplitud y en el tono basal de las contracciones

normales del ileon (Figura 5).

La respuesta maxima inhibitoria se observo aproximadamente a los 8.5-9 min
después de la aplicacion del extracto de los conductos, independientemente de la
concentracion aplicada. En tanto que el efecto presentado por el extracto de las glandulas
indujo una inhibicion maxima aproximadamente 7 min después de la aplicacion del
extracto, también de manera independiente de la concentracion. El efecto relajante de la
musculatura lisa intestinal producido por ambos extractos fue reversible después de lavar el
ileon con la solucion de Krebs-Henseleit. De tal forma que después de 8 lavados, se
observé una recuperacion de un 70 a un 80% de las contracciones normales del ileon en el

caso de los dos extractos (ver Figura 6).
La tetrodotoxina (TTX) (1 x 10° a 100 pM), un bloqueador de canales de Na"

voltaje-dependientes se empled como control positivo. Este compuesto también produjo

una inhibicién de las contracciones espontaneas del ileon (ver Figura 5).
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Figura 6. Recuperacion de las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo
después del lavado de los extractos de A) conductos venenosos y B) glandulas de C. austini

La figura 7 muestra las respectivas curvas concentracion-respuesta obtenidas para
el efecto inhibitorio producido por los extractos de las glandulas y conductos provenientes

de los seis especimenes de C. austini y la curva concentracion-respuesta inhibitoria de

TTX.
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Figura 7. Curvas concentracién-respuesta del efecto relajante de los extractos totales de:
A) conductos (6 especimenes) y B) glandulas (6 especimenes) de la especie Conus austini
sobre las contracciones del ileon aislado de cobayo. Los valores estan expresados en % de
inhibicién de la respuesta contractil y estdn calculados a partir del promedio de 6

experimentos + SE.
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El procesamiento estadistico de los datos, empleando el analisis de varianza (one-
way ANOVA) y la prueba de Tukey, indico que no hubo una diferencia significativa entre
las diferentes curvas concentracion-respuesta obtenidas para los extractos de las glandulas
provenientes de los diferentes especimenes de prueba. Tampoco se observo una diferencia
significativa entre las curvas concentracion-respuesta obtenidas para el efecto de los
conductos. A partir de estas curvas se obtuvieron los valores de las concentraciones
inhibitorias medias (ICsp) y los efectos maximos (Emax) para cada uno de los extractos de
glandulas y conductos venenosos (Cuadro 5 y Cuadro 6). El valor promedio de la ICsg
calculado para el efecto de las glandulas fue de 0.593 £ 0.094 pg/ml. En tanto que el valor
promedio de la ICsq calculado para los conductos venenosos fue de 0.972 + 0.068 pg/ml.
Estos datos indicaron que el extracto de las glandulas es aproximadamente 1.6 veces mas
potente que el extracto obtenido de los conductos venenosos. Asimismo, se observo que el
extracto de las glandulas resulto ser aproximadamente 215 veces menos potente que TTX
para inducir un efecto relajante de la musculatura lisa intestinal. Por otra parte, el extracto

de los conductos fue aproximadamente 352 veces menos potente que el control positivo.

Cuadro 5. Inhibicion de las contracciones espontaneas de ileon aislado de cobayo inducida
por los extractos totales de los conductos de 6 especimenes de C. austini.

Espécimen ICsp (pg/ml) Emax

DCA1 0.978 +0.235 70.26 + 2.049

DCA2 0.7323 +£0.162 64.55 + 1.880

DCA3 1.131£0.339 70.61 + 2.457

DCA4 0.91 +0.46 60.81 +3.072

DCAS 0.8946 + 0.275 67.55 +2.337

DCA6 0.449 + 0.4 61.76 +2.788

Sustancia o ICso (ng/ml) Enmax Potencia
Extracto de prueba

TEX 0.002763 +0.0019 78.71 + 4.978 1.00 g
DCA *0.97265 +0.06834 § 659233 +1.7203 0.00284

36



Cuadro 6. Inhibicion de las contracciones espontineas del ileon aislado de cobayo
inducida por los extractos totales de las glandulas de 6 especimenes de C. austini.

Espécimen ICsp (ug/ml) Emax
GCA1l 0.914 +£0.3074 76.88 + 5.566
GCA2 0.5655 +0.3839 71.21 +5.578
GCA3 0.3338 +0.4133 69.25 + 6.782
GCA4 0.754 +0.4167 69.79 + 8.385
GCAS 0.6591 +0.5816 64.98 + 9.893
GCA6 0.332 +0.4222 68.46 + 6.919

Sustancia o ICso (pg/ml) Enmax Potencia

Extracto de prueba

TTX 0.002763 +0.0019 78.71 £4.978 1.00
GCA *0.59307 +£0.09476 § 70.095 +1.60128 ~ 0.00465

Los valores son los promedios + SE; n = 6 (95% intervalo de confianza).
La potencia se obtuvo mediante la formula: Potencia = ICsyp TTX/ ICs extracto, asumiendo
un valor de 1.00 para TTX.

*El valor corresponde al promedio obtenido de las ICs, de los 6 especimenes evaluados.

22. EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE GLANDULAS Y CONDUCTOS
VENENOSOS DE LOS ESPECIMENES DE C. spurius SOBRE LAS
CONTRACCIONES ESPONTANEAS DEL ILEON AISLADO DE COBAYO.

La evaluacion de los extractos de las glandulas (0.001 a 100 pg proteina/ml) y los
conductos venenosos (0.001 a 1000 pg proteina/ml) de los seis especimenes de C. spurius
en el modelo de ileon aislado de cobayo permitié determinar que los extractos, tanto de
glandulas como de conductos indujeron una disminucion en la amplitud y el tono de las
contracciones espontaneas del ileon (Figura 5). En ambos casos, el efecto inhibitorio
apareci6 inmediatamente después de la aplicacion de las diferentes concentraciones de los

extractos de prueba y fue dependiente de la concentracion.

El maximo efecto relajante inducido por los extractos de las glandulas y los

conductos se observo de 7 a 7.5 min, después de la adicion de los extractos a la camara de
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tejido aislado. En el caso del efecto producido por los extractos de las glandulas, se
observo una recuperacion casi total del tono de las contracciones después de 8 lavados. En
contraste con esta observacion, la amplitud de la respuesta contractil solamente alcanzo de
un 40 a un 50% de la amplitud de las contracciones normales. Este mismo comportamiento
se observo cuando se lavaron los trozos de ileon que habian sido expuestos al efecto de los

extractos de los conductos (Figura 8).

En la Figura 9 se presentan las curvas concentracion-respuesta obtenidas para el
efecto relajante presentado por los extractos de glandulas y conductos obtenidos de los

diferentes especimenes de C. spurius que se evaluaron.

A
lg T
—>
10 minutos Recuperacion
del Tejido
Extracto Lavado
B

>
10 minutos Recuperacion
del Tejido

Extracto Lavado

Figura 8. Recuperacion de las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo
después del lavado de los extractos de A) conductos venenosos y B) glandulas de C.
Spurius.
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Figura 9. Curvas concentracion-respuesta del efecto relajante de los extractos totales de:
A) conductos (6 especimenes) y B) glandulas (6 especimenes) de la especie Conus spurius
sobre las contracciones del ileon aislado de cobayo. Los valores estdn expresados en % de
inhibicién de la respuesta contractil y estdn calculados a partir del promedio de 6

experimentos + SE.
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No se observd una diferencia significativa entre las respectivas curvas
concentracion-efecto relajante de los extractos preparados a partir de las glandulas
obtenidas de los diferentes individuos de prueba (P > 0.05 en el andlisis de varianza
ANOVA vy la prueba de Tukey). Tampoco se observé una diferencia significativa entre las
diferentes curvas concentracion-respuesta obtenidas para los extractos de los conductos

VENeEnosos.

En los Cuadros 7 y 8 se muestran los valores calculados para las ICs y los efectos
maximos (Emax) para cada uno de los extractos de conductos venenosos y glandulas. El
valor promedio de la ICsy calculado para el efecto de las glandulas fue de 1.116 + 0.078
pg/ml. En tanto el valor promedio de la ICs calculado para los conductos venenosos fue
de 0.478 + 0.040 pug/ml. Estos datos mostraron que el extracto de los conductos venenosos
es aproximadamente 2.4 veces mas potente que el extracto obtenido de los glandulas. De
manera adicional, se observé que el efecto relajante del extracto de los conductos resulto
ser aproximadamente 174 veces menos potente que el efecto de TTX, utilizado como
control positivo. Por su parte, el extracto de las glandulas fue aproximadamente 404 veces

menos potente que TTX.

Cuadro 7. Inhibicion de las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo
inducida por los extractos totales de los conductos de 6 especimenes de C. spurius.

Espécimen ICso (ng/ml) Emax
DCS1 0.5149+0.3 83.49 + 3.623
DCS2 0.3368 +0.38 83.67 +4.547
DCS3 0.5102 +0.51 84.71 +4.779
DCS4 0.6338 + 0.61 83.19 + 4.903
DCSS 0.4404 + 0.39 83.21 +4.019
DCS6 0.4369+0.5 84.03 + 4.865

Sustancia o 1Cso (ng/ml) Eria Potencia
Extracto de prueba
TTX 0.00276 + 0.00195 78.71 £ 4.978 1.00
DCS *0.47883 +0.04071 # 83.7166 +0.23612 0.00576
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Cuadro 8. Inhibicion de las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo
inducida por los extractos totales de las glandulas de 6 especimenes de C. spurius.

Espécimen ICso (ng/ml) Enmax
GCS1 1.432 +0.2325 84.22 + 5.834
GCS2 1.031 +0.2726 80.95 + 6.115
GCS3 1.176 +0.2173 83.44 + 5.288
GCS4 1.182 +0.2602 82.97 +6.23
GCS5 0.9961 +0.2181 82.15+5.19
GCSé6 0.8822 + 0.2446 81.39 + 5.462

Sustancia o ICsp (ng/ml) Emax E Potencia

Extracto de prueba

TTX 0.00276 +0.00195 78.71 £ 4.978 1.00
GCS *1.11655 + 0.07833 82.52+0.5104 0.0024

Los valores son los promedios + SE; n = 6 (95% intervalo de confianza).
La potencia se obtuvo mediante la formula: Potencia = ICso TTX/ ICsp extracto, asumiendo
un valor de 1.00 para la TTX.

* El valor corresponde al promedio obtenido de las ICso de los 6 especimenes evaluados.

23. EFECTO DE LOS EXTRACTOS DE GLANDULAS Y CONDUCTOS
VENENOSOS DE LOS ESPECIMENES DE P. albida SOBRE LAS CONTRACCIONES
ESPONTANEAS DEL ILEON AISLADO DE COBAYO.

Los extractos totales obtenidos a partir de las glandulas y los conductos venenosos
de los seis especimenes de P. albida se evaluaron en un rango de concentraciones de 0.001
a 100 png de proteina/ml en el ensayo de ileon aislado de cobayo. Los resultados de esta
evaluacion demostraron que los dos grupos de extractos producen una relajacion de la
musculatura lisa intestinal, de una manera dependiente de la concentracion. Esta relajacion
se manifestd mediante una disminuciéon en la amplitud y el tono de las contracciones

espontaneas del ileon, al igual que TTX que sirvi6 como control positivo (Figura 5), los
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efectos se presentaron cuanto los extractos se agregaron al medio de la camara de tejido

aislado.

El maximo efecto relajante inducido por los extractos de las glandulas se observd
de 8.5 a 9 min después de la aplicacion de los extractos, mientras que el maximo efecto
relajante inducido por los extractos de los conductos se observé de 6.5 a 7 min, después de
la adicion de los extractos a la camara de tejido aislado. La respuesta producida por los dos
grupos de extractos presentd una recuperacion parcial del tono, después de lavar 8 veces el
ileon con la solucion de Krebs-Henseleit. Por otra parte, la amplitud de la respuesta

contractil se recuper6 de un 60 a un 80 % después del lavado exhaustivo (ver Figura 10).

La Figura 11 muestra las curvas concentracion-respuesta obtenidas para el efecto
relajante presentado por los extractos de glandulas y conductos obtenidos de los diferentes

especimenes de P. albida que se evaluaron.

No se observdé una diferencia significativa entre las respectivas curvas
concentracion-efecto relajante de los extractos preparados a partir de los conductos
obtenidos de los diferentes individuos de prueba (P > 0.05 en el andlisis de varianza
ANOVA vy la prueba de Tukey). Sin embargo, la grafica de las curvas concentracion
respuesta de los extractos de las glandulas mostré dos grupos de curvas, entre los cuales si

se observo una diferencia significativa.

Los Cuadros 9 y 10 muestran los valores calculados para las ICso y los efectos
maximos (Emax) para cada uno de los extractos de glandulas y conductos venenosos de los
especimenes evaluados. El valor promedio de la ICso de los especimenes evaluados para el
efecto de los conductos fue de 0.237 + 0.128 pg/ml. El valor promedio de la ICs calculado
para las glandulas fue de 0.620 £ 0.283 pg/ml. Estos datos indicaron que el extracto de los
conductos es aproximadamente 2.6 veces mas potente que el extracto obtenido de las
glandulas. Asimismo, se observé que el extracto de las glandulas resulto ser

aproximadamente 225 veces menos potente que TTX para inducir un efecto relajante de la

42



musculatura lisa intestinal. Por otra parte, el extracto total de los conductos es

aproximadamente 86 veces menos potente que el control positivo.
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Figura 10. Recuperacion de las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo
después del lavado de los extractos de A) conductos venenosos y B) glandulas de P. albida.
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Figura 11. Curvas concentracion-respuesta del efecto relajante de los extractos totales de:
A) conductos (6 especimenes) y B) glandulas (6 especimenes) de la especie Polystira
albida sobre las contracciones del ileon aislado de cobayo. Los valores estan expresados en
% de inhibicién de la respuesta contractil y estan calculados a partir del promedio de 6
experimentos + SE.
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Cuadro 9. Inhibicion de las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo
inducida por los extractos totales de los conductos de los 6 especimenes de Polystira

albida.
Espécimen ICso (1g/ml) Enax
DPA1 0.07496 + 0.2278 65.87 +3.893
DPA2 0.1179 + 0.4209 63.13 + 7.456
DPA3 0.09857 + 0.1443 70.47 +3.569
DPA4 0.08765 +0.1215 71.97 +5.432
DPAS 0.1192 +0.2741 67.62 + 5.198
DPA6 0.134+ 03319 66.49 + 6.156
Sustancia o ICso (ug/ml) Emax Potencia
Extracto de prueba
TTX 0.00276 + 0.0019 78.71 +4.978 1.00
DPA *(.23685 + 0.1282 67.591 +1.3107 0.0116

Cuadro 10. Inhibicion de las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo
inducida por los extractos totales de las glandulas de 6 especimenes de Polystira albida.

Espécimen ICso (j.l.g/ Illl) Ema:
GPA1 0.09688 + 0.30 60.9 +3.83
GPA2 1.869 +0.229 86.2 +9.445
GPA3 0.16 +0.1529 78.26 + 8.217
GPA4 0.5151 +0.388 70.87 +3.372
GPAS 0.9493 + 0.4095 71.34 + 1032
GPA6 0.1315+0.1143 69.44 + 5.468

Sustancia o ICs (ug/ml) " Emax Potencia
Extracto deprueba : & B
TTX 0.00276 + 0.0019 78.71 +4.978 1.00
GPA *0.6203 + 0.28304 72.832 +3.5029 0.00445

Los valores son los promedios + SE; n = 6 (95% intervalo de confianza).

La potencia se obtuvo mediante la formula: Potencia = ICso TTX/ ICsp extracto, asumiendo
un valor de 1.00 para TTX.
* El valor corresponde al promedio obtenido de las ICso de los 6 especimenes evaluados.
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A manera de resumen, en el Cuadro 11 se muestran los valores promedios

obtenidos de las ICso y los efectos maximos (Emax) de cada uno de los extractos de

glandulas y conductos venenosos de las especies evaluadas. Estos valores indican que el

extracto de conductos venenosos obtenido de P. albida es el mas potente, mientras que el

extracto de glandulas obtenido de C. spurius es el menos potente de los extractos de las

especies evaluadas. Asimismo, se puede observar que el extracto de conductos venenosos

obtenido de P. albida es 86 veces menos potente que el control positivo y que el extracto

de glandulas obtenido de C. spurius es 404 veces menos potente que TTX para inducir un

efecto relajante en la musculatura lisa.

Cuadro 11 Promedios de las inhibiciones de las contracciones espontédneas del ileon
aislado de cobayo inducidas por los extractos totales de las glandulas y conductos
venenosos de las tres especies evaluadas.

Sustancia o ICso (ng/ml) Emax Potencia §
Extracto de prueba i
TTX 0.00276 +0.0019 78.71 £ 4.978 1.00000
DCA 0.97265+0.06834 659233 +1.7203 0.00284
GCA 0.59307 +0.09476 | 70.095 +1.60128 0.00465
DCS 0.47883 +0.04071 | 83.7166 +0.23612 0.00576
GCs 1.11655+0.07833 § 82.52+0.5104 0.00247
DPA 0.23685+0.1282 | 67.591+1.3107 G.01%e0
GPA 0.00445

0.6203 + 0.28304

72.832 +3.5029

Los valores son los promedios + SE; n = 6 (95% intervalo de confianza).

La potencia se obtuvo mediante la formula: Potencia = ICsp TTX/ ICsq extracto, asumiendo
un valor de 1.00 para TTX.
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3. EFECTO RELAJANTE DE LOS EXTRACTOS DE GLANDULAS Y
CONDUCTOS VENENOSOS DE C austini, C. spurius y P. albida SOMETIDOS A
CONDICIONES DESNATURALIZANTES.

Con el objeto de determinar, de manera preliminar, si los compuestos responsables
de la relajacion inducida por los extractos de glandulas y conductos venenosos de las
especies objeto de estudio eran de naturaleza peptidica, se incubaron los extractos (10 ug

proteina/ml) a 98°C durante 30 min y posteriormente fueron evaluados.

Los resultados derivados de estos experimentos demostraron que la inhibicion
inducida por los extractos de los conductos venenosos de C austini, C. spurius 'y P. albida
se redujo de manera significativa (inhibicion maxima < 5%), cuando los extractos son
sometidos a condiciones desnaturalizantes (98°C por 30 min) (Figura 12). Un
comportamiento similar se observd en el caso de los extractos provenientes de las
glandulas (Figura 13). Estos resultados sugieren que los compuestos que producen la

inhibicion de las contracciones del misculo liso intestinal son péptidos y/o proteinas.
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Figura 12. Efecto de los extractos de conductos venenosos de las tres especies evaluadas
sobre la musculatura lisa antes y después de ser sometidos a condiciones desnaturalizantes
(98°C por 30 min). A) antes y B) después de la incubacién de los extractos a 98°C por 30
minutos.
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Figura 13. Efecto de los extractos totales de glandulas de las tres especies evaluadas sobre
la musculatura lisa antes y después de ser sometidos a condiciones desnaturalizantes (98°C
por 30 min). A) antes y B) después de la incubacion de los extractos a 98°C por 30 minutos.
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4.- CARACTERIZACION FARMACOLOGICA PRELIMINAR DEL MECANISMO
DE ACCION DE LOS EXTRACTOS DE GLANDULAS Y CONDUCTOS
VENENOSOS DE LAS ESPECIES DE PRUEBA.

El efecto inhibitorio de las contracciones espontaneas del ileon de cobayo inducido
por los extractos de glandulas y conductos venenosos de las tres especies de caracoles
evaluadas, no proporciona gran informacion con relacién al mecanismo de accion
involucrado en el efecto relajante de los extractos. Por tal motivo, con la finalidad de iniciar
la caracterizacion farmacoldgica del mecanismo de accion de los extractos, se investigod su
efecto sobre las contracciones del ileon de cobayo inducidas por diferentes agentes
espasmogenos que incluyeron: la acetilcolina (ACh), la nicotina, la histamina y el KCl. En
esta serie de experimentos, todos los extractos se evaluaron a una concentracion de 10 pg

proteina/ml.

4.1 DETERMINACION PRELIMINAR DEL MECANISMO DE ACCION DE LOS
EXTRACTOS DE GLANDULAS Y CONDUCTOS VENENOSOS DE C. austini.

Con el objeto de detectar si la actividad de los extractos de glandulas y conductos
venenosos de C. austini involucraba un componente anticolinérgico, se determino la
influencia de los dos extractos sobre las contracciones inducidas por ACh y nicotina. Estas
evaluaciones demostraron que el extracto obtenido a partir de glandulas de C. austini
produce una disminucion de aproximadamente un 7% =+ 0.402 (n = 6) en las contracciones
inducidas por ACh (Fig. 14) y una inhibicion significativa de un 29.8 % + 0.353 (n=6) en
las contracciones producidas por nicotina (Fig 15). Por su parte, el extracto de conductos
venenosos también disminuyé significativamente las contracciones inducidas por ACh y
nicotina con porcentajes de inhibicion de 17.01% + 0.565 (n = 6) y 22.28% = 0.698 (n = 6),
respectivamente (Figuras 14 y 15).

En otros experimentos, se evalud el efecto de los extractos sobre las contracciones

del ileon generadas por histamina. Los resultados de estos experimentos se muestran en la

Figura 16. Como se puede observar, los extractos de glandulas y de conductos venenosos
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inhibieron de una manera significativa (57.44% + 0.328 y 28.19% + 0.133 respectivamente)

las contracciones provocadas por histamina.

Finalmente, se determin® el efecto de los extractos sobre las contracciones
generadas por KCI, con el objeto de evaluar una posible interaccién con canales de Ca*
voltaje-dependientes localizados en la membrana de las células del musculo liso. En estos
experimentos, ninguno de los dos extractos evaluados inhibi6 las contracciones producidas
por KCl (Fig 17) y mas bien se observo que el extracto de conductos produjo un aumento
(23.28% =+ 0.642) y los extractos de las glandulas un aumento (7.07% + 0.756) en las

contracciones inducidas por KCl en el ileon.
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Figura 14. Efecto de los extractos de glandulas y conductos venenosos de C. austini sobre
las contracciones inducidas por ACh. A) Efecto de ACh (0.1 mM) sobre las contracciones
espontaneas del ileon. Efecto de los extractos (10 pg proteina/ml) de: B) conductos y C)
glandulas sobre las contracciones inducidas por ACh y D) cuantificacion del efecto

inhibitorio de los extractos sobre la contraccion inducida por ACh.

* Indica si existe una diferencia significativa entre el efecto del control y el efecto de los

extractos
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Figura 15. Efecto de los extractos de glandulas y conductos venenosos de C. austini sobre
las contracciones inducidas por nicotina A) Efecto de nicotina (0.1 mM) sobre las
contracciones espontaneas del ileon. Efecto de los extractos (10 pg proteina/ml) de: B)
conductos y C) glandulas sobre las contracciones inducidas por nicotina y D) cuantificacion
del efecto inhibitorio de los extractos sobre la contraccion inducida por nicotina.

* Indica si existe una diferencia significativa entre el efecto del control y el efecto de los
extractos
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Figura 16. Efecto de los extractos de glandulas y conductos venenosos de C. austini sobre
las contracciones inducidas por histamina. A) Efecto de histamina (IXIO'3 M) sobre las
contracciones espontaneas del ileon. Efecto de los extractos (10 pg proteina/ml) de: B)
conductos y C) glandulas sobre las contracciones inducidas por histamina y D)
cuantificacion del efecto inhibitorio de los extractos sobre la contracciéon inducida por

histamina.

* Indica si existe una diferencia significativa entre el efecto del control y el efecto de los
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Figura 17. Efecto de los extractos de glandulas y conductos venenosos de C. austini sobre
las contracciones inducidas por KCl. A) Efecto de KCI (60 nM) sobre las contracciones
espontaneas del ileon. Efecto de los extractos (10 pg proteina/ml) de: B) conductos y C)
glandulas sobre las contracciones inducidas por KCI y D) cuantificacion del efecto
inhibitorio de los extractos sobre la contraccion inducida por KCI.

* Indica si existe una diferencia significativa entre el efecto del control y el efecto de los

extractos
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4.2 DETERMINACION PRELIMINAR DEL MECANISMO DE ACCION DE LOS
EXTRACTOS OBTENIDOS DE GLANDULAS Y CONDUCTOS VENENOSOS DE C.

spurius.

La evaluacion del efecto de los extractos obtenidos a partir de glandulas y conductos
venenosos de C. spurius sobre las contracciones del ileon producidas por ACh indic6é que
ambos extractos inhiben las contracciones generadas por este neurotransmisor con
porcentajes de inhibicion de 13.18% =+ 0.538 (n = 6), en el caso del extracto de conductos y
de 30.91 £ 0.424 (n = 6), en el caso del extracto de glandulas (Figura 18). Sin embargo, a
diferencia de lo que se observo con los extractos provenientes de C. austini, ni el extracto
de conductos, ni el extracto de glandulas de C. spurius modificaron de manera significativa

las contracciones inducidas por nicotina en el ileon (Figura 19).

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos realizados con histamina
indicaron que el extracto de conductos venenosos bloquea significativamente las
contracciones inducidas por este neurotransmisor (76.96% = 0.133 de inhibicién ). Se
observo que el extracto de glandulas también inhibe, aunque en menor grado (26.06% =+

0.328 de inhibicion), las contracciones provocadas por la histamina en el ileon (Figura 20).

Por otra parte, se encontré que el extracto proveniente de glandulas no modifica
significativamente las contracciones producidas por KCl en el ileon. Sin embargo, el
extracto de conductos venenosos si inhibe (32.53% =+ 0.141), de manera significativa las

contracciones provocadas por este compuesto (figura 21).
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Figura 18. Efecto de los extractos de glandulas y conductos venenosos de C. spurius sobre
las contracciones inducidas por ACh. A) Efecto de ACh (0.1 mM) sobre las contracciones
espontaneas del ileon. Efecto de los extractos (10 pg proteina/ml) de: B) conductos y C)
glandulas sobre las contracciones inducidas por ACh y D) cuantificacion del efecto
inhibitorio de los extractos sobre la contraccion inducida por ACh.

* Indica si existe una diferencia significativa entre el efecto del control y el efecto de los
extractos
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Figura 19. Efecto de los extractos de glandulas y conductos venenosos de C. spurius sobre
las contracciones inducidas por nicotina. A) Efecto de nicotina (0.1 mM) sobre las
contracciones espontaneas del ileon. Efecto de los extractos (10 pg proteina/ml) de: B)
conductos y C) glandulas sobre las contracciones inducidas por nicotina y D) cuantificacién
del efecto inhibitorio de los extractos sobre la contraccion inducida por nicotina.

* Indica si existe una diferencia significativa entre el efecto del control y el efecto de los
extractos
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Figura 20. Efecto de los extractos de glandulas y conductos venenosos de C. spurius sobre
las contracciones inducidas por histamina. A) Efecto de histamina (1)(](]'!'3 M) sobre las
contracciones espontaneas del ileon. Efecto de los extractos (10 pg proteina/ml) de: B)
conductos y C) glandulas sobre las contracciones inducidas por histamina y D)
cuantificacion del efecto inhibitorio de los extractos sobre la contraccién inducida por

histamina.
* Indica si existe una diferencia significativa entre el efecto del control y el efecto de los

extractos
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Figura 21. Efecto de los extractos de glandulas y conductos venenosos de C. spurius sobre
las contracciones inducidas por KCI. A) Efecto de KCl (60 nM) sobre las contracciones
espontaneas del ileon. Efecto de los extractos (10 pg proteina/ml) de: B) conductos y C)
glandulas sobre las contracciones inducidas por KCl y D) cuantificacion del efecto
inhibitorio de los extractos sobre la contraccion inducida por KCI.

* Indica si existe una diferencia significativa entre el efecto del control y el efecto de los
extractos
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4.3 DETERMINACION PRELIMINAR DEL MECANISMO DE ACCION DE LOS
EXTRACTOS DE GLANDULAS Y CONDUCTOS VENENOSOS DE P. albida.

Con el objeto de determinar si los extractos de glandulas y conductos venenosos
provenientes de la especie P. albida contenian compuestos con propiedades
anticolinérgicas, se evalud la influencia de los extractos sobre las contracciones inducidas
por ACh y nicotina. En las Figuras 22 y 23 se muestran los resultados de estos
experimentos. Se encontr6 que ambos extractos inhiben las contracciones producidas por
ACh (extracto de glandulas: 11.89 % + 0.382 (n = 6) de inhibicion; extracto de conductos:
3034 % + 0.784 (n = 6)). También se demostré que los extractos de glandulas y de
conductos venenosos provenientes de este caracol bloquean completamente las
contracciones inducidas por nicotina en el ileon. Un comportamiento similar se observo en
el caso de los experimentos con histamina (Figura 24), en los que se observod que los dos
extractos bloquean, de manera significativa, las contracciones generadas por la histamina
(extracto de glandulas: 84.04% =+ 0.152 (n = 6) de inhibicion; extracto de conductos:
90.16% = 0.152 (n = 6) de inhibicion).

En los experimentos realizados para determinar la influencia de los extractos sobre
las contracciones inducidas por KCl se observo que el extracto de glandulas inhibe las
contracciones provocadas por este agente despolarizante con un porcentaje de 17.98% +
0429 (n = 6). Sin embargo, el extracto proveniente del conducto no modifica

significativamente las contractilidad del ileon despolarizado con KCI (Figura 25).
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Figura 19. Efecto de los extractos de glandulas y conductos venenosos de P. albida sobre
las contracciones inducidas por ACh. A) Efecto de ACh (0.1 mM) sobre las contracciones
espontaneas del ileon. Efecto de los extractos (10 pg proteina/ml) de: B) conductos y C)
glandulas sobre las contracciones inducidas por ACh y D) cuantificacion del efecto
inhibitorio de los extractos sobre la contraccion inducida por ACh.

* Indica si existe una diferencia significativa entre el efecto del control y el efecto de los

extractos
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Figura 20. Efecto de los extractos de glandulas y conductos venenosos de P. albida sobre
las contracciones inducidas por nicotina. A) Efecto de nicotina (0.1 mM) sobre las
contracciones espontaneas del ileon. Efecto de los extractos (10 ug proteina/ml) de: B)
conductos y C) glandulas sobre las contracciones inducidas por nicotina y D) cuantificacion
del efecto inhibitorio de los extractos sobre la contraccion inducida por nicotina.

* Indica si existe una diferencia significativa entre el efecto del control y el efecto de los

extractos
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Figura 21. Efecto de los extractos de glandulas y conductos venenosos de P albida sobre
las contracciones inducidas por histamina. A) Efecto de histamina (1X10° M) sobre las

contracciones espontaneas del ileon. Efecto de los extractos (10 pg proteina/ml) de: B)
conductos y C) glandulas sobre las contracciones inducidas por histamina y D)
cuantificacion del efecto inhibitorio de los extractos sobre la contraccion inducida por

histamina.
* Indica si existe una diferencia significativa entre el efecto del control y el efecto de los

extractos
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Figura 22. Efecto de los extractos de glandulas y conductos venenosos de P. albida sobre
las contracciones inducidas por KCl. A) Efecto de KCl (60 nM) sobre las contracciones
espontaneas del ileon. Efecto de los extractos (10 pg proteina/ml) de: B) conductos y C)
glandulas sobre las contracciones inducidas por KCl y D) cuantificacion del efecto
inhibitorio de los extractos sobre la contraccion inducida por KCI.

* Indica si existe una diferencia significativa entre el efecto del control y el efecto de los

extractos
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DISCUSION

Los productos naturales constituyen una fuente alternativa muy valiosa en la
busqueda de nuevas moléculas bioactivas. Un elevado porcentaje de los medicamentos que
se utilizan actualmente contienen principios activos de origen natural, principalmente
vegetal. Asi mismo, un gran nimero de sustancias naturales han representado prototipos
estructurales para la sintesis de firmacos andlogos con mayor actividad biologica (Cordell,
2000). De manera adicional, muchos compuestos naturales se emplean como instrumentos
de investigacion utiles en el estudio de distintos procesos fisioldgicos y/o farmacolégicos.
En la actualidad, el estudio de los productos naturales constituye un campo de investigacion
muy importante en el proceso de descubrimiento de nuevos farmacos, como lo demuestra
un estudio recientemente realizado por la Agencia de Administracion de Alimentos y
Farmacos (Food and Drug Administration) de Estados Unidos, en el periodo de 1983 a
1994, el cual indico que el 30% de los farmacos aprobados en ese lapso eran productos

naturales o sustancias derivadas de ellos (Cragg ef al., 1997).

En el caso particular de Meéxico, se sabe que nuestro pais posee una gran
biodiversidad de especies animales y vegetales, que constituye una de las mas importantes
del mundo, junto con las de Australia y Brasil (Mittermier, 1988). Es bien conocido el
hecho de que las aguas territoriales mexicanas albergan una amplia variedad de
microorganismos y especies vegetales y animales, muchas de las cuales, ni siquiera han
sido identificadas cientificamente. Evidentemente, los organismos marinos que comprenden
la rica biodiversidad de México constituyen una fuente potencial muy valiosa de
compuestos bioactivos de interés farmacoldgico que merece ser explorado. En este contexto
surgio la idea de realizar la presente investigacion cuyo objetivo principal era realizar un
rastreo farmacolégico de gasteropodos marinos de las familias Conidae y Turridae,
recolectados en aguas territoriales de México, con el fin de identificar candidatos idoneos
para la obtencion de compuestos con actividad sobre el sistema nervioso y/o muscular. Las

especies seleccionadas fueron Conus austini, C. spurius y Polystira albida.
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Las especies se seleccionaron considerando, en el caso de C. austini y C. spurius,
que los gasterépodos marinos de la familia Conidae son famosos por producir venenos que
contienen una gran variedad de péptidos neuroactivos cuyas actividades involucran una
interaccion con canales i6nicos y/o receptores a neurotransmisores localizados en las
membranas de las células del sistema nervioso y/o muscular. Por otra parte, en el caso de P.
albida, este caracol se selecciono considerando que a la fecha no se tiene conocimiento de

ningun estudio farmacologico realizado sobre alguna especie de la familia Turridae.

La estrategia de investigacion utilizada para la realizacion del presente trabajo
comprendio la evaluacion farmacoldgica de los extractos crudos preparados a partir de las
glandulas y los conductos venenosos de las tres especies seleccionadas y la realizacion de
un estudio farmacolégico preliminar a fin de proponer un posible mecanismo de accién que
explicara el efecto presentado por los extractos. En este trabajo se utilizd el modelo de
ileon aislado de cobayo para evaluar el efecto farmacologico de los extractos. Este modelo
se utiliza ampliamente en farmacologia para la deteccion de especies bioactivas, asi como
para el analisis preliminar del mecanismo de accion de sustancias con efecto sobre el

sistema nervioso o la musculatura lisa intestinal.

En el presente trabajo se evalud no sélo el efecto de los extractos de los conductos
venenosos, sino también el efecto de los extractos preparados a partir de las glandulas del
aparato venenoso de los caracoles. Es importante mencionar que los estudios bioquimicos
y/o farmacologicos realizados hasta la fecha con especies de la superfamilia Conacea se
han centrado en la investigacion de los componentes del veneno que se extrae a partir de los
conductos venenosos, ya que hasta la fecha no se sabe a ciencia cierta cual es la funcién de
las glandulas de los caracoles y también se desconoce cual es su participacion en la
secrecion del veneno (Endean and Duchemin, 1967; Freeman ef al. 1974, Halstead, 1988,
Olivera, 1997, Marshall et al, 2002). Sin embargo, algunos resultados recientemente
obtenidos por el grupo de trabajo del Dr. Edgar Heimer (resultados no publicados) sugieren
que las glandulas también contienen compuestos bioactivos. Por esta razon, en la presente
investigacion se decidid explorar también la actividad del extracto preparado a partir de las

glandulas en nuestro modelo farmacolégico.
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En primer término, se evalud el efecto de los extractos sobre las contracciones
espontéaneas del ileon. Esta evaluacion demostro que los extractos obtenidos a partir de los
conductos y glandulas venenosas de las tres especies objeto de estudio inducen una
disminucion en el tono y la amplitud de las contracciones espontaneas del ileon, de una
manera dependiente de la concentracion. Las figuras 7, 9 y 11 muestran las curvas
concentracion-respuesta obtenidas para el efecto inhibidor de los extractos evaluados. A
partir de estas curvas se obtuvieron los valores de las ICso y los valores de potencia se
calcularon utilizando como comparacion el efecto inhibidor inducido por la tetradotoxina.
En el caso de C. austini, se observd que los extractos preparados a partir de las glandulas
(ICso=0.59 £ 0.09 pg de proteina/ml) son mas potentes que los extractos de los conductos
venenosos (ICso= 0.97 + 0.06 ug de proteina/ml). Sin embargo, los extractos preparados a
partir de los conductos venenosos de C. spurius (ICso= 0.47 £ 0.04 ng de proteina/ml) y P.
albida (ICso= 0.23 + 0.12 pg de proteina/ml) fueron mas potentes que los extractos de las
respectivas glandulas (C. spurius: ICso= 1.11 £ 0.07 pg de proteina/ml; P. albida: ICsy =
0.62 + 0.28 ng de proteina/ml). Los resultados de la evaluacion farmacologica indicaron
que los extractos de los conductos venenosos obtenidos de P. albida son los mas potentes
de todos los extractos evaluados, con una potencia 86 veces menor que la TTX. Por otro
lado, los extractos de las glandulas obtenidas de C. spurius son los menos potentes, con

una potencia 404 veces menor que la TTX.

El disefio experimental incluyo la evaluacion de los extractos de glandulas y
conductos venenosos obtenidos a partir de seis especimenes de cada especie de caracol,
con el objeto de determinar si habia diferencias en la actividad farmacologica de los
extractos provenientes de glandulas y conductos de diferentes individuos de la misma
especie. En estos experimentos no se observd una diferencia significativa entre las
respectivas curvas concentracion-efecto de los extractos de los conductos obtenidos de los
diferentes individuos de las especies evaluadas. Por otra parte, tampoco se observd una
diferencia significativa entre las curvas concentracion-respuesta obtenidas para los
extractos de las glandulas provenientes de diferentes individuos de las dos especies de
Conus. Sin embargo, las curvas concentracion respuesta de los extractos de las glandulas

de P. albida se distribuyeron en dos grupos, entre los cuales si se observo una diferencia
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significativa. Estos resultados sugieren que no existe variacion individual en el contenido
de los compuestos relajantes de la musculatura lisa presentes en los conductos venenosos
de las especies objeto de estudio. Al parecer tampoco existe variacion individual en el
contenido de los principios activos presentes en las glandulas de las dos especies de Conus.
En el caso de los extractos obtenidos de las glandulas de P. albida, si existen diferencias en
la actividad farmacolégica inducida por los respectivos extractos preparados a partir de los
diferentes individuos de prueba. El origen de estas diferencias no se puede determinar con
los experimentos realizados. Por esta razon, resulta interesante seguir explorando en este
sentido a fin de determinar las causas que justifiquen las variaciones observadas en las

potencias de los extractos.

En este punto resulta conveniente mencionar que los resultados que nosotros
obtuvimos con relacion al efecto relajante de la musculatura lisa inducido por los extractos
de los conductos venenosos de las dos especies de Conus son novedosos y difieren de las
observaciones encontradas en otras investigaciones. En dichos estudios se demostrd que los
extractos obtenidos de los conductos de Conus tessulatus (Kobayashi et al., 1981) y Conus
textile (Schweitz et al., 1986) generan un aumento en las contracciones inducidas por el

ileon aislado de cobayo.

Con el objeto de determinar la naturaleza quimica de los componentes de los
extractos que inducian la relajacion del ileon, se realizaron experimentos en los que los
extractos se sometieron a ebullicion durante 30 min. En estos experimentos se observo que
todos los extractos evaluados perdian su actividad espasmolitica después de la ebullicion, lo

cual sugiere que los componentes bioactivos son de naturaleza peptidica.

La disminucion de la contractilidad del ileon originada por los extractos obtenidos
de las glandulas y los conductos venenosos de los caracoles, no proporcionaba ninguna
informacion con relacion al mecanismo de accion de los componentes bioactivos. El efecto
podria ser el resultado de una interferencia con la sintesis, liberacion o degradacion de los
neurotransmisores presentes en el SNE. Pero también podria ser una consecuencia de la

interaccion directa de los principios activos con los receptores de neurotransmisores,
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hormonas o autacoides. Por otra parte, los compuestos podrian estar interaccionando con
canales ionicos localizados en las membranas de las células nerviosas y/o musculares.
Asimismo, los principios activos podrian estar interfiiendo con los mecanismos de
transduccion de sefiales involucrados en el proceso de contraccién muscular, por ejemplo
modificando la sintesis o accion de los segundos mensajeros que influyen en los niveles
intracelulares de Ca**, etc. De tal manera, que con la finalidad de iniciar la caracterizacién
farmacolégica del mecanismo de accion de los extractos, se decidi6 investigar su efecto
sobre las contracciones del ileon de cobayo inducidas por dos agonistas colinérgicos: la
ACh y la nicotina, y también la histamina y el KCI, este ultimo un agente despolarizante
que provoca la activacion de canales voltaje dependientes en las membranas de las células

nerviosas y musculares.

La ACh y la histamina se eligieron debido a que estos neurotransmisores juegan un
papel muy importante en el control de la motilidad de la musculatura lisa gastrointestinal y
cuentan con una alta poblacion de receptores en el ileon (Babe y Serafin, 1996; Brown y
Taylor, 1996; Sanders-Bush y Mayer, 1996).

En el ileon de cobayo se encuentran receptores colinérgicos nicotinicos y
muscarinicos. Los receptores nicotinicos que hay en este tejido son neuronales (Hille, 1994)
y regulan principalmente el flujo de iones sodio, potasio y calcio. En el ileon estos
receptores se localizan solamente en las sinapsis neuronales del SNE y no en las sinapsis
neuromusculares (Numa ef al., 1983). Por otra parte, en el ileon de cobayo se han
encontrado dos tipos de receptores muscarinicos, los M2 y los M3. La activacion de estos
receptores induce contraccion de las células musculares gastrointestinales mediante
mecanismos diferentes. La activacion de los receptores M2, los cuales son los mas
abundantes receptores muscarinicos en el ileon (Ehlert and Tomas, 1994), provocan la
inhibicién de la adenilato ciclasa (AC). En tanto que la activacion de los receptores M3
aumenta la actividad de la fosfolipasa C, con el subsequente aumento en la produccion de
inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG) (Ehlert and Thomas, 1995).
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Por su parte, la histamina provoca contraccion del ileon por interaccién con
receptores H1, que son receptores acoplados a proteinas G y cuya activacion estimula la
PLC. (Bade y Serafin, 1996).

Los experimentos con el KCI se realizaron para observar la posible interferencia de
las sustancias responsables del efecto inhibitorio de los extractos en el transporte de sodio y
calcio en las membranas neuronales y/o musculares. En condiciones normales, el potasio se
encuentra a menor concentracion en el exterior de la células que en el interior, al elevarse la
concentracion de potasio extracelular se induce la despolarizacién de la membrana celular
(Lefkowitz ef al., 1996). Esta despolarizacion origina la activacion de canales de Na” y de
Ca®" voltaje dependientes, dando como resultado un aumento en la entrada de Na' y de
Ca® al interior de las neuronas y un incremento en el influjo de calcio en las células del

musculo liso.

En las figuras 14, 18 y 22 se presentan los resultados derivados de la evaluacion del
efecto de los extractos sobre las contracciones del ileon inducidas por ACh. Estos
resultados parecen indicar que todos los extractos evaluados contienen compuestos que
interfieren en alguno de los pasos involucrados en la neurotransmisién colinérgica o en los
mecanismos de transduccion mediados por la ACh en el proceso de la contracciéon

muscular.

Los resultados de los experimentos realizados con nicotina permiten proponer
algunas hipodtesis con relacion a este posible mecanismo anticolinérgico. Se observo por
ejemplo, que ninguno de los extractos provenientes de C. spurius modificaba las
contracciones inducidas por nicotina (Figura 19), lo cual sugiere que las sustancias
relajantes de la musculatura lisa presentes en los conductos y las glandulas de esta especie
no interaccionan con receptores colinérgicos nicotinicos presentes en las neuronas del SNE
y es probable que el bloqueo de las contracciones inducidas por ACh se deba a la presencia
de sustancias que bloquean receptores colinérgicos muscarinicos M2 y M3 o que interfieren
con alguno de los mecanismos de transduccion mediados por estos receptores. Estas

observaciones resultan interesantes, sobre todo si se considera que a la fecha no se ha
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descrito ninguna conotoxina que interaccione con receptores muscarinicos (Olivera and
Terlau, 2004). En el caso de los extractos provenientes de C. austini, estos extractos si
inhibieron las contracciones generadas por nicotina (Figura 15), sugiriendo que tanto
glandulas, como conductos venenosos de esta especie contienen compuestos que podrian
estar bloqueando receptores nicotinicos localizados en las membranas neuronales, como en
el caso de las conotoxinas a (Olivera, 1997) , A (Hopkins ef al, 1995) y ¢ (Shon et al.,
1997). Con relacion a los experimentos realizados con los extractos de glandulas y
conductos venenosos de P. albida resulta bastante notable el hecho de que ambos extractos
hayan bloqueado completamente las contracciones producidas por nicotina, sugiriendo muy
probablemente la presencia de sustancias bloqueadoras de receptores nicotinicos en

glandulas y conductos de este caracol.

En otra serie de pruebas, se evalud el efecto de los extractos sobre el ileon
precontraido con histamina. En todos los casos, se observd una inhibicion significativa de
las contracciones inducidas por este neurotransmisor (Figuras 16, 20 y 24), siendo notables
los bloqueos producidos por los extractos de glandulas (90.16 % de inhibicion) y conductos
(84.04 % de inhibicion) de P. albida y del extracto del conducto (76.96% de inhibicion) de
C. spurius. Estos resultados resultan ser bastante novedosos en los organismos de ambos
geéneros, ya que por una parte, estan sugiriendo que C. spurius y C. austini producen
compuestos que interfieren con la neurotransmision histaminérgica, quiza bloqueando
receptores histaminérgicos H1 y/o interfiriendo con alguno de los mecanismos de
transduccion de sefiales activados por histamina. Este hecho, de confirmarse, implicaria la
existencia de un nuevo grupo de conotoxinas que no se han descrito a la fecha, ya que no se
conoce todavia algin compuesto de este tipo que interaccione con receptores
histaminérgicos (Olivera and Terlau, 2004) o también podria indicar la presencia de una
clase de compuestos antihistaminicos con estructura diferente de las conotoxinas. En el
caso de P. albida, parece ser que este organismo produce compuestos antihistaminicos que
se encuentran en grandes concentraciones en glandulas y conductos venenosos o que son

muy potentes.
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Finalmente, la siguiente evaluacion en la secuencia metodologica planteada para la
caracterizacion farmacologica preliminar de los extractos fue la determinacion de su efecto
sobre las contracciones del ileon generadas por una alta concentracién de KCIl. En estas
pruebas se encontré que los extractos de glandulas y conductos venenosos de C. austini no
bloquean las contracciones inducidas por este espasmogeno (Figura 17), indicando que el
efecto relajante de la musculatura lisa producido por estos extractos no involucra un
bloqueo de canales de Na* o de Ca** voltaje dependientes. Curiosamente, los extractos de
conductos de C. spurius y P. albida tampoco inhiben las contracciones inducidas por el
KCl, sin embargo, los extractos de glandulas de ambas especies si bloquean, de manera
significativa las contracciones producidas por este agente despolarizante (Figuras 21 y 25).
De estas observaciones se pueden proponer algunas hipotesis: Por ejemplo, que es probable
la presencia de compuestos que bloquean canales de Na* y/o de Ca** voltaje dependientes
en las glandulas de C. spurius y P. albida y al parecer estos compuestos no se encuentran
en los conductos venenosos o se encuentran en ellos, pero a concentraciones muy bajas. Se
podria especular también que los compuestos bloqueadores de canales de Na' o de ™
presentes en las glandulas de C. spurius son conotoxinas pertenecientes a los grupos de
conotoxinas ®, &, u 6 pO, aunque tampoco se descarta la posibilidad de que sean
compuestos diferentes a las conotoxinas. Por otra parte, se desconoce cual podria ser la
estructura quimica de los posibles bloqueadores de canales de Na* y/o de Ca®* voltaje
dependientes presentes en los extractos de glandulas de P. albida y lo Unico que puede

sugerirse es que se trata de péptidos y/o proteinas.
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CONCLUSIONES

v" Los extractos obtenidos de glandulas y conductos venenosos de los especimenes
evaluados de C. austini, C. spurius y P. albida presentaron un efecto inhibitorio de
las contracciones espontaneas de la musculatura lisa intestinal del ileon de cobayo,

el cual dependio de la concentracion de proteina de los extractos.

v En el caso de C. spurius y de P. albida, el extracto de conductos presentd una
potencia mayor que el extracto de los glandulas, mientras que en el caso de C.

austini, el extracto de glandulas resulté ser mas potente que el de conductos.

v Los conductos venenosos obtenidos de P. albida son los mas potentes de todos los
extractos evaluados, con una potencia 86 veces menor que la TTX. Por otra parte,
los extractos de las glandulas obtenidas de C. spurius son los menos potentes, con

una potencia 404 veces menor que la TTX.

v" El efecto de los extractos obtenidos de los conductos de C. austini, C. spurius 'y P
albida, asi como el efecto de los extractos obtenidos de las glandulas de C. austini y
de C. spurius, no mostraron diferencias significativas entre individuos de la misma
especie. Solamente, el efecto observado de los extractos obtenidos de las glandulas

de P. albida mostro diferencias significativas individuales.

v" Los compuestos bioactivos responsables del efecto relajante de la musculatura lisa
son muy probablemente de naturaleza proteica y se encuentran presentes en
glandulas y conductos.Todos los extractos evaluados contienen compuestos que
interfieren en alguno de los pasos involucrados en la neurotransmision colinérgica o
en los mecanismos de transduccion mediados por la ACh en el proceso de la
contraccion muscular. Las contracciones inducidas por histamina fueron inhibidas,
de manera significativa, por todos los extractos evaluados. El efecto relajante de la
musculatura lisa producido por los extractos de glandulas y conductos venenosos de

C. austini o por los extractos de conductos de C. spurius y P. albida no involucra un
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bloqueo de canales de Na™ o de Ca®* voltaje dependientes, sin embargo, los
extractos de glandulas de las ultimas dos especies podrian contener subtancias
bioactivas que inhiban estos tipos de canales ionicos. Los extractos evaluados
podrian contener diferentes principios activos, los cuales inducen una inhibicién de
las contracciones espontaneas de la musculatura lisa intestinal del ileon de cobayo,
via mecanismos moleculares tan diversos tales como la inhibicién de receptores
ACh nicotinicos y muscarinicos, o el bloqueo de receptores histaminérgicos y de

canales de Na* o de Ca®* voltaje dependientes.
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