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RESUMEN

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y BIOLOGICA DE CONOTOXINAS T DE LA
ESPECIE Conus spurius.

El sistema nervioso controla y regula la mayoria de los procesos fisiolégicos;
cambios en estos procesos pueden ser provocados entre otros por la inyeccion de los
componentes (neurotoxicos) de venenos de diversos tipos de animales. Asi, a pesar del
considerable numero de toxinas caracterizadas a partir de especies terrestres, las que
provienen de animalés marinos, como son los conos o caracoles coénicos (género
Conus) son una alternativa para el estudio y descripcion de sus mecanismos de acciéon
sobre el SNC de mamiferos, debido a su gran diversidad.

Este trabajo forma parte del estudio de cuatro péptidos (PI, PIl, Plll y PIIB)
parcialmente caracterizados obtenidos del veneno de Conus spurius y que tienen
semejanzas con los péptidos de la superfamilia T de conotoxinas obtenidos de otras
especies. Las toxinas o péptidos se purificaron por cromatografia liquida de alta
resolucion y se determind asi: a) su composicion de aminoacidos mediante hidrolisis y
derivacion de los aminoacidos; b) su estructura primaria por secuenciaciéon de Edman,
después de reduccién y alquilacion; c) el arreglo de puentes disulfuro de tres de los
péptidos (PI, Pll y Plll) mediante reduccién parcial y alquilacién con N-etilmaleimida,
seguida de reduccidn total y alquilacién con 4-vinilpiridina, y secuenciacion de los
péptidos resultantes. Se probd la actividad del péptido Pl sobre el umbral al dolor
inducido por presion en ratas, sin encontrar un efecto significativo. La actividad biologica
de dos de los péptidos Pl y PIIB, sobre el SN (sistema nervioso), se evaludé por
inyeccidn intraventricular a una concentracion de 1.2 nmoles/15uL analizando el efecto
en la ejecucion motora en un cilindro giratorio; de la misma forma también se probaron
dos fracciones (V y 25sr, 6.8 ug/15uL) del veneno. La evaluacion de la duracién en la
ejecucion motora de los animales tratados con los péptidos no mostré un efecto
estadisticamente significativo sobre la ejecucion motora; sin embargo se observo un

efecto discreto de la fracciéon V.



A partir de la caracterizacion estructural de los cuatro péptidos antes
mencionados se observo que tres de ellos tienen una secuencia de aminoacidos y
distribucion de los puentes disulfuro (S-S) muy parecida, conteniendo los cuatro el
patron de cisteinas caracteristico de las conotoxinas T. Podemos decir que las
conotoxinas aqui caracterizadas en este trabajo pertenecen a la superfamilia de

conotoxinas T.
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INTRODUCCION

GENERALIDADES

Las neurotoxinas son herramientas poderosas en la investigacion del sistema
nervioso; ejemplos sobresalientes son el trabajo clasico de Narahashi et al. (1964)
sobre la tetrodotoxina con la cual se evidencid que distintos canales idnicos estan
involucrados en el cambio de conductancia observado por Hodgkin y Huxley (1952); y el
descubrimiento de la o -bungarotoxina por Chang y Lee (1963), que alland el camino
para la caracterizacion del receptor a acetilcolina, que fue el primer receptor
dependiente de ligando en haber sido definido a nivel molecular. Los venenos de
animales son una de las grandes fuentes de toxinas y otros agentes
farmacoldgicamente activos que actuan en el sistema nervioso. Hoy en dia muchos de
los agentes de gran interés para los neurocientificos estan siendo caracterizados a
partir del veneno de reptiles, arafas, escorpiones, anémonas y caracoles marinos,
principalmente para la elucidacién de la relacién entre las estructuras de las toxinas y
los efectos sobre sus blancos moleculares (o sitios de accidon) en mamiferos. El estudio
de los diferentes receptores y canales idnicos, junto con la expresion y clonacion de sus
subunidades a través de la identificacion de varias neurotoxinas que interactuan con
estos receptores y canales ionicos de maneras altamente selectivas, se ha convertido
por lo tanto en uno de los grandes intereses de la neuroquimica.

Dentro de los caracoles marinos, los Conus representan un interés especial de
investigacion debido a estudios recientes sobre los compuestos peptidicos de sus
venenos, que podrian derivar potencialmente en compuestos farmacéuticos. Este
género esta representado por aproximadamente 500 especies; son carnivoros
venenosos, estan distribuidos geograficamente en habitats tropicales, y en su mayoria
son altamente selectivos en su tipo de alimentacion (gusanos, peces, moluscos). El
género como tal, tiene un sorprendente intervalo filogenético de presas que comprende
animales en cinco diferentes fila. Su radula esta perfectamente modificada para la
captura de sus presas; una glandula carga los dientes radulares con un veneno muy

téxico; si un Conus siente la presencia de una presa, su diente radular se desliza desde



su posicion a la punta de la probéscide y cuando ésta toca a la presa, el diente es

lanzado como un arpén inyectandole su veneno el cual la paraliza (Figura 1).

Figura 1. Esquema representativo de la estrategia de caza de un caracol marino.

El veneno de cada especie de Conus consiste en una mezcla compleja de unos
50 a 200 péptidos (Olivera et al, 1990). Los péptidos farmacolégicaménte activos
pueden ser divididos en: 1) Péptidos que contienen dos o mas puentes disulfuro
(referidos genéricamente en la literatura como conotoxinas); 2) Péptidos que contienen
uno o ningun puente disulfuro (conocidos como conopéptidos), como las conopresinas
(la actividad biolégica provocada al ser inyectadas intracerebroventricularmente es muy
similar a la provocada por las hormonas neurohipofisiarias vasopresina y oxitocina de
vertebrados); las conantokinas (antagonistas de los receptores al acido N-metil-D-
aspartico (NMDA)); y el contrifano Vn (modula la actividad de canales de K activados
por voltaje y dependientes de Ca™™); 3) péptidos mas grandes (con méas de 100
aminoacidos), tales como la conodipina, una nueva fosfolipasa A2 (Mclintosh et al.,
1999). El veneno de los Conus también contiene compuestos no polipeptidicos, aunque
su distribucion en el género es ecléctica; algunos ejemplos son la serotonina en el
veneno del Conus imperialis (Mcintosh et al,, 1993), y el acido araquidénico en el de
Conus textile (Nakamura ef al., 1982).

Los componentes mas caracteristicos y predominantes de los venenos son las
conotoxinas, las cuales comprenden multiples familias. Estas son grupos de pequefios
péptidos de entre 10-35 aminoacidos (Olivera ef al., 1985; 1990), que comparten un

arreglo comun de puentes disulfuro y sitios homélogos para unién a un receptor dado



(tipicamente sitios en subunidades de un canal iénico). Estas familias son a su vez
agrupadas en superfamilias, cuyos miembros comparten una secuencia de aminoacidos
altamente conservada (secuencia sefial) en sus precursores y sus péptidos maduros
tienen un arreglo caracteristico de sus residuos de cisteinas, con excepcion de las
superfamilias A y T, cuyos miembros pueden contener dos arreglos de cisteinas
distintos (Tabla 1).

En ciertos grupos, como la superfamilia O, se presenta un patréon unico de
residuos de cisteinas, que corresponde a un arreglo especifico de puentes disulfuro de
todos los péptidos dentro de ella; en otras superfamilias los péptidos muestran mas de
un arreglo de puentes disulfuro, pero tienen la misma secuencia sefal altamente
conservada; miembros de algunas superfamilias llegan a tener un arreglo de puentes

disulfuro distinto de los de otras (Mcintosh et al., 1999).

Tabla 1. Patrones de residuos de cisteinas de algunas familias de conotoxinas y sus respectivas superfamilias.

SUPERFAMILIA PATRON DE CISTEINAS FAMILIA DE
CONOTOXINAS

A CC--C--C a, p
CC--C--C--C--C aA, kA

M CC--C--C-CC w, v, kM

S Cc-C-C-Cc-C-C-Cc-C-Cc-C o

(@) C--C--CC--C--C o, 8, no, x

T CC--—-CC €
CC-—--C-C Ay

P C--C--C-C--C--C T

I C--C--CC-CC-C--C kX

FUNCIONES Y ACCIONES DE LAS CONOTOXINAS
La actividad biolégica de muchas conotoxinas puede ser agrupada dentro de tres
categorias: a) las que producen choques excitatorios; b) las que producen paralisis; y c)

aquellas que inhiben circuitos sensoriales, en sus presas, predadores o competidores.



Se considera que de los 50 a 200 péptidos que pueden estar contenidos en el
veneno de cada una de las casi 500 especies de Conus muy pocos han sido
caracterizados estructural y funcionalmente. Sin embargo de los péptidos (conotoxinas)
cuya funcién se ha demostrado, sus principales sitios de accion son de tres clases: 1)
canales ionicos activados por voltaje; en este caso se ha observado, que algunas
conotoxinas provocan un retraso en la inactivacion del canal (canales de Na®), mientras
que otros bloquean especificamente al canal (canales de Na®, de Ca™ y de K');
también hay conotoxinas que modulan canales de K* dependientes de Ca"™; 2) canales
ibnicos “dependientes” de ligando (canal-receptor); en este caso, hay conopéptidos y
conotoxinas antagonistas de receptores tipo NMDA, de receptores a serotonina, asi
como antagonistas competitivos y no competitivos de receptores nicotinicos; 3)
receptores asociados a proteinas G; en este caso se ha mostrado que ciertas
conotoxinas actian como agonistas de receptores de neurotensina y vasopresina,
mientras que los péptidos pTIA y el xMrl inhiben al adrenoreceptor a1y al
transportador de noradrenalina, respectivamente (Sharpe et al.,, 2001). Ejemplos de la
variedad de conotoxinas y sus sitios de accion se muestran en la Tabla 2.

Las conotoxinas o son los péptidos mayormente caracterizados de la
superfamilia A y han sido encontradas en venenos de especies de Conus cazadores de
peces (piscivoros), cazadores de otros caracoles (molusquivoros) y cazadores de
gusanos (vermivoros); las oA conotoxinas han sido encontradas solamente en especies
de Conus piscivoros que no viven en el Pacifico-indico (Mcintosh et al., 1999).

Al parecer, la selectividad de los sitios de accion y los arreglos de puentes
disulfuro (combinados con la hipervariabilidad de los aminoacidos entre las asas
formadas por éstos) de las conotoxinas de una especie dada de Conus, pueden estar
relacionados con el tipo de presas y la localizacién geografica de |la especie. Asi, un
patron general de sitios de accion de las conotoxinas se esta configurando entre las
superfamilias; cada familia de toxinas podria actuar de forma particular sobre una
familia de canales. Por ejemplo, se ha observado que diferentes formas moleculares de
la familia de conotoxinas o son en si ligandos de distintos subtipos moleculares de

receptores nicotinicos (Mcintosh et al., 1999).



Tabla 2. Superfamilias genéticas, familias farmacologicas, blancos moleculares, ejemplos prototipicos y efectos de

conotoxinas y conopéptidos (modificada de Mcintosh & Jones, 2001).

EJEMPLO PROTOTIPICO

SUPERFAMILIA |FAMILIA BLANCO MOLECULAR
A o nAchR a—Gl (antagonista)
oA nAchR aA-EIVA (antagonista)
KA canal de K* k- SVIA (antagonista)
p o p—-TIA (antagonista)
M m canal de Na" u—-PIIIA  (bloqueador)
v nAchR y-PIlIE (antagonista no
competitivo)
(o] 5 canal de Na" 85— TxVIA (retrasa la inactivacion)
nO- MrVIB  (bloqueador)
e, canal de Na’ o-MVIIA  (bloqueador)
o canal de Ca™ k- PVIIA  (bloqueador)
" canal de K" ~PnVIIA  (bloqueador)
. canales tipo marcapasos
P T desconocido Tx9a
S o 5-HT; o— GVIIIA  (antagonista)
j i T canal de Ca"" presindptico |e- TxIX (tx5a) (bloqueador)
% transportador de | y— Mrl (Inhibidor)
Noradrenalina
conopresina | Receptor a vasopresina Conopresina S (agonista)
contrifanos Canales de K" | Contrifano - Vn (modulador)
dependientes de voltaje y
dependientes de Ca"™"
Cc conantokinas |Receptor de Glutamato, | Contantokina - G (antagonista)

tipo NMDA

contulakinas

Receptor a neurotensina

Contulakina - G (antagonista)




Las conotoxinas o aisladas de Conus piscivoros y Conus molusquivoros poseen
determinantes que facilitan la interaccién selectiva con subtipos de canales de Ca™ (N,
P, y Q) que regulan la liberacién de neurotransmisores (Olivera et al., 1994; Adams et

al., 1993).

SUPERFAMILIAT

Mediante técnicas de secuenciacion de proteinas y de ADNcs, han sido
identificadas ocho conotoxinas, que componen a una nueva superfamilia, denominada
superfamilia T. Estos péptidos comparten en sus precursores una misma secuencia
sefial y un arreglo conservado de residuos de cisteinas (-CC---CC-), con cinco
aminoacidos entre los pares de cisteinas (excepto el Tx5a que tiene cuatro). Estas
nuevas conotoxinas T fueron purificadas de venenos de cinco diferentes especies de
Conus de diversos habitos alimenticios, C. purpurascens (piscivoro), C. imperialis
(vermivoro, especializado en poliquetos), y C. aulicus, C. textile y C. gloriamaris
(molusquivoros). De las dos ultimas especies cada una expresa dos secuencias de
péptidos ampliamente divergentes pertenecientes a esta superfamilia, lo que sugiere
que ésta puede estar integrada por un grupo grande y diverso de péptidos ampliamente
distribuido entre las 500 especies de Conus. Estos péptidos (11-13 aminoacidos) son de
los mas pequenos entre las conotoxinas que contienen mas de un puente disulfuro. Los
puentes disulfuro fueron determinados como Cys'-Cys® Cys®’-Cys* (como en las
conotoxinas o) para los casos de los péptidos purificados de C. purpurascens (p5a) y
de C. aulicus (auba). La actividad biolégica de péptidos aislados de tres especies (p5a,
de C. purpurascens; tx5a, de C. textile;, auba, de C. aulicus) fue probada mediante
inyecciones intracerebroventriculares en ratones e intramusculares en pez Siamés
(Betta splendens). Solamente el péptido de C. fextile tuvo efecto en ratdn
(hiperactividad y espasticidad), aunque los tres péptidos tuvieron efecto en el pez
Siamés (inhibicién de la conducta de despliegue de los opérculos de las branquias
frente a un espejo) (Walker et al., 1999) (Tabla 3).

Rigby et al. (1999) aislaron de C. textile un péptido idéntico a la toxina tx5a
estudiada por Walker et al. y lo denominaron e-TxIX. Estos autores determinaron los

puentes disulfuro y encontraron el mismo patrén (Cys'-Cys®, Cys®>~Cys*) que existe en



las conotoxinas o y en las conotoxinas T estudiadas por Walker et al. (1999). El péptido
e-TxIX redujo selectivamente la liberacién de acetilcolina y la entrada de Ca™
presinaptica en una sinapsis colinérgica del molusco nudibranquio Aplysia californica,
lo que sugiere que su blanco molecular podrian ser canales de Ca"" o receptores
acoplados a proteinas G presinapticos (Rigby et al., 1999) (Tabla 3).

El péptido mr10a, purificado del veneno de Conus marmoreus, tiene una
secuencia altamente divergente de otras conotoxinas (NGVCCGYKKLCHOC, O = 4-
trans-hidroxiprolina), un patron de puentes disulfuro Gnico (Cys'-Cys* y Cys®>Cys’) y
una aparente actividad antinociceptiva o analgésica en ratones (Mclintosh et al., 2000).
El analisis de su ADNc indico que es un miembro de la superfamilia T descrita por
Walker et al. (1999) (Tabla 3).

Tres conotoxinas (CMrVIA, CMrVIB y CMrX) que fueron purificadas del veneno
C. marmoreus han sido clasificadas como una nueva familia: las conotoxinas A (Balaji et
al., 2000). Estos péptidos tienen puentes disulfuro y secuencias semejantes a las del
péptido mr10a (Mcintosh et al., 2000) y por lo tanto pertenecen a la superfamilia T.
Balaji et al. (2000) mostraron que las conotoxinas CMrVIA y CMrX inducen diferentes
efectos biolégicos en ratones: ataques y paralisis flacida, respectivamente; también
demostraron que un péptido sintético (CMrVIA) con una conformacion de conotoxina A
(puentes disulfuro, Cys'-Cys* y Cys®Cys> forma tridimensional de “liston’) es 1150
veces mas potente para provocar ataques en los ratones al ser comparada con un
isbmero, también sintético, con el patrén de puentes disulfuro de las conotoxinas o
(Cys'-Cys® Cys?>-Cys*), cuya conformacién tridimensional es globular; lo anterior
sugiere que el patron de puentes disulfuro de estas conotoxinas, y por lo tanto su
conformacion de “liston”, determina su actividad biolégica (Balaji et al., 2000) (Tabla 3).

Sharpe et al. (2001) encontraron que el péptido x-MrlA (y probablemente el
péptido x-MrIB) de C. marmoreus inhibe reversiblemente y de manera no competitiva a
los trasportadores de noradrenalina de rata y humano expresados en células COS-1.
Este compuesto es idéntico a los péptidos CMrVIB (Balaji ef al., 2000) y mr10a
(Mclintosh et al., 2000-)‘ En el mismo trabajo, Sharpe et al. (2001) reportaron el estudio
de un péptido (p-TIA) de C. fulipa que inhibe reversiblemente y de manera no

competitiva al receptor de adrenalina a1 de hamster (Cricetus cricetus) expresado en



células COS-1. La distribucion de las cuatro Cisteinas y los dos puentes disulfuro del
péptido p-TIA son idénticos a las de la conotoxinas a4/7 (Tabla 3).

En resumen, los péptidos de |la superfamilia T de conotoxinas son producidos por
Conus de todos los tipos de alimentacién, forman un grupo muy diverso desde el punto
de vista estructural, y pueden tener blancos moleculares en mamiferos (roedores y

humanos).

Tabla 3. Secuencias de aminoacidos y puentes disulfuro de conotoxinas de la superfamilia T y de otras familias de

conotoxinas que tienen cuatro residuos de cisteina.

FAMILIA SECUENCIA PATRON DE PUENTES DISULFURO
Superfamilia T

tx5a yCCyDGW” CCT*AAO

p5a GCCPKQMRCCTL* CC----CC
auba FCCPFIRYCCW |
auSb FCCPVIRYCCW

e-TxIX yCCyDGW” CCT*AAQ

Conotoxinas Aly

mr10a NGVCCGYKLCHOC

CMrVIA VCCGYKLCHOC

CMrVIB NGVCCGYKLCHOC o
CMrX GICCGVSFCYOC

x-MrlIA NGVCCGYKLCHOC

x-MriB VGVCCGYKLCHOC

Conotoxinas p |———‘
p-TIA FNWRCCLIPACRRNHKKFC* CC----C-C

Conotoxinas a

L
MI GRCCHPACGKNYSC’ |—|

Mil GCCSNPVCHLEHSNLC' cC----C--C

Iml GCCSDPRCAWRC' | |

AulB GCCSYPPCFATNPDC'

W” = bromotriptofano; y = ycarboxiglutamato; T® = treonina O-glicosilada; * = carboxilo terminal

amidado.



ANTECEDENTES

En el Laboratorio de Neurofarmacologia Marina del Instituto de Neurobiologia de
la UNAM se caracteriz6 parcialmente, a nivel estructural y biolégico, un péptido (e-
SrIXA, Pl en esta Tesis) hidrofobico y abundante en el veneno de Conus spurius
atlanticus (sp. encontrada en México), que es considerado tentativamente como una e-
conotoxina y miembro de la superfamilia T (Maillo, 2001). Esta consideracion se deriva
del hecho que dicho péptido tiene aparentemente cuatro cisteinas en forma de dos
pares de cisteinas adyacentes separados por cinco residuos de aminoacidos entre la
segunda y tercera cisteina (CCLIFYQCC); estas caracteristicas son distintivas de los
miembros de la superfamilia T. Ademas, el péptido de Conus spurius comparte una
bioactividad (temblor luego de la inyeccion intracraneal en ratones; incremento del
rascado y acicalamiento; sindrome hiperactivo; Maillo, 2001) con la conotoxina tx5ale-
TxIX de C. textile (Walker et al., 1999; Rigby ef al., 1999).

La masa molecular del péptido e-SrIXA, obtenida mediante ESI-MS (ElectroSpray
lonization Mass Spectrometry) fue de 1616.6 Da, lo que indicaba la presencia de 14
residuos de aminoacido, aproximadamente (considerando una masa molecular
promedio de 112.5 Dalresiduo). La secuencia obtenida mediante degradaciéon de
Edman automatica fue: [INWXXLIFYQXX, donde X indica un residuo no identificado,
probablemente Cisteina. La combinacion de los resultados de los analisis de masas y
de secuencia (considerando los cuatro residuos X como Cys y formando dos puentes
disulfuro) sugeria que la estructura estaba completa y que el extremo carboxilo se
encontraba amidado. Se llegd a esta ultima conclusién debido a que el peso molecular
calculado (por la suma tedrica del peso de cada residuo; considerando los cuatro
residuos X como Cisteina y formando dos puentes disulfuro, y como libre el extremo
carboxilo; INWCCLIFYQCC-OH), fue de 1618.0 Da, mientras que la masa tedrica
calculada para el péptido amidado correspondiente (IINWCCLIFYQCC-NH;) fue de
1617.0 Da (Tabla 4). El dltimo valor tedrico de la masa molecular del péptido £-SriXA
concuerda mejor con el valor obtenido experimentalmente. Esta conotoxina se

denomind e-SrIXA porque existe evidencia de que en el veneno del C. spurius atlanticus



hay, en cantidad pequefia, otros dos péptidos (e-SrIXB y e-SrIXC; PIl y PIll,
respectivamente, en esta Tesis) hidrofébicos con secuencia similar a la de e-SrIXA.

Las evidencias experimentales y los razonamientos que permiten considerar
tentativamente a los péptidos e-SrIXB y e-SrIXC como miembros de la superfamilia T
son similares a los discutidos para el péptido e-SrIXA. Dada las coincidencias (en
secuencia y masa molecular) entre los péptidos e-SrIXA y e-SrIXB es posible que
difieran en el patron de puentes disulfuro. En el caso de e-SrIXC la diferencia entre la
masa experimental y la calculada indica la presencia de un residuo adicional con
respecto a e-SrIXA, posiblemente Leucina, Isoleucina o Hidroxiprolina (Tabla 4).

Ademas, en el extracto del veneno de esta especie se ha caracterizado
parcialmente un péptido (SplIB, PIIB en esta Tesis) abundante con caracteristicas
hidrofilicas, que aparentemente contiene cuatro cisteinas, entre ellas un par de
cisteinas adyacentes, y que también puede ser considerado tentativamente como un
miembro de la superfamilia T. En este caso, la diferencia entre la masa experimental y
la calculada indica la presencia de un residuo de Arginina que no fue detectado durante

la secuenciacion de Edman (Tabla 4).

Tabla 4. Conotoxinas T putativas de Conus spurius atlanticus

PEPTIDO [MASA SECUENCIA SECUENCIAS PROPUESTAS /
MOLECULAR | (EDMAN) MASA CALCULADA (Da)
(Da) (ESI-MS)
e-SrIXA | 1,616.6 INWXXLIFYQXX | INWCCLIFYQCC-OH 1,618.0
(PI) INWCCLIFYQCC-NH, (7 [1,617.0
e-SriXB | 1,616.6 INWXXLIFYQXX | [INWCCLIFYQCC-OH 1,618.0
(PIl) INWCCLIFYQCC-NH, (3 [1,617.0
e-SrIXC  [1,729.7 INWXXLIFYQXXX | [INWCCLIFYQCCL/I/O-OH 1,731.1-
(PIIT) 1,731.2
INWCCLIFYQCCL/I/O-NH, (3 |1,730.1-
1,730.2
e-SrlIB |1,5486 AGXXPRFYXYXLX |AGCCPRFYCYCLR-OH 1,550.9
(PIIB) AGCCPRFYCYCLR-NH, (7 |1,549.9

O = hidroxiprolina.
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JUSTIFICACION

El veneno de los Conus contiene una gran variedad de toxinas peptidicas que se
unen con afinidad muy alta (a concentraciones nM) tanto a sus receptores (blancos
celulares en sus presas, depredadores o competidores) como a receptores en
organismos con los que los Conus no interaccionan naturalmente (p. ej. mamiferos).

Algunas conotoxinas se unen exclusivamente a ciertos subtipos de su blanco
molecular debido a que tienen afinidad y especificidad de union extremadamente
elevadas, lo que les confiere un gran potencial como sondas moleculares. Dado que
estas mismas caracteristicas (afinidad y especificidad de unidon elevadas) son
consideradas como propiedades ideales de los farmacos, las conotoxinas tienen
también potencial como agentes terapéuticos. Se sabe que diferentes enfermedades
del sistema nervioso central son debidas a defectos en la funcion y expresion de
canales idnicos activados por voltaje, receptores canal o receptores asociados a
proteinas G, que son precisamente los blancos moleculares de las conotoxinas
conocidas.

Los péptidos de la superfamilia T (grupo de conotoxinas descubierto
recientemente), producidos por Conus de todos los tipos de alimentacion, forman un
grupo muy diverso desde el punto de vista estructural. Se ha demostrado que algunos
de estos péptidos tienen blancos moleculares en mamiferos (roedores y humanos).
Debido a esto, los miembros de esta superfamilia podrian utilizarse como herramientas
moleculares y como farmacos potenciales.

En la especie Conus spurius, presente en el Mar Caribe mexicano, se han
caracterizado parcialmente tres péptidos de caracter hidrofébico (g-SrIXA, e-SriXB, e-
SrIXC; PI, PII, Plll, respectivamente) y uno mas de tipo hidrofilico (e-SrlIB; PIIB) que,
aparentemente, pertenecen a la superfamilia T, se ha demostrado que el péptido e-
SrIXA tiene actividad biolégica en raton (Maillo, 2001)

Dada la utilidad potencial de las conotoxinas T en general, se decidio: 1)
confirmar.la estructura de las conotoxinas T putativas de C. spurius, y 2) continuar el
estudio de los efectos biolégicos (sobre mamiferos) de las toxinas mas abundantes en

el veneno, una hidrofilica y otra hidrofébica. Este Ultimo aspecto puede facilitar el
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camino para la identificacion de sus posibles blancos moleculares, con el fin de poder
utilizarlas en el futuro como herramientas moleculares o farmacos dirigidos a
receptores especificos de mamiferos.
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HIPOTESIS

Los péptidos PI, PIl, Plll y PIIB, del veneno de Conus spurius, pertenecen a la

familia estructural de las conotoxinas T.

Los péptidos Pl y PIIB producen efectos biolégicos diferentes en el SNC de la
rata debido a sus estructuras primarias distintas, actuando sobre blancos moleculares

similares a los receptores en sus presas naturales.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la estructura y la actividad biologica de varias conotoxinas putativas

(P1, PII, Plll y PIIB) de la superfamilia T producidas por Conus spurius atlanticus.

OBJETIVOS PARTICULARES

Purificar las conotoxinas T en cantidades adecuadas para su caracterizacion

estructural y bioldgica.

Confirmar la estructura primaria de las conotoxinas pertenecientes a la

superfamilia T.

Determinar los puentes disulfuro de los conotoxinas pertenecientes a la

superfamilia T.

Evaluar el posible efecto de las conotoxinas T mas abundantes (PI1IB, hidrofilica,
y PI, hidrofébica) sobre preparaciones biolégicas de mamiferos (ratas):
- efecto sobre el umbral al dolor por presién

- efecto sobre la coordinacion motora
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Esta fue establecida para: 1) La caracterizacion estructural de los péptidos en
estudio, mediante su purificacion, su cuantificacion, el analisis de su composicion de
aminoacidos, la determinacion del patron de los residuos de cisteinas en la estructura
primaria, y la comprobacion del arreglo de los puentes disulfuro; 2) La caracterizaciéon
biolégica de los péptidos, fue a través de la valoraciéon de los efectos provocados al ser
administrados en ratas por diferentes vias (intratecal, intracerebroventricular e
intravenosa), a nivel de sus respuestas sensitivas (valorando su umbral al dolor por

presion) y de sus respuestas motoras (coordinacion o ejecucion motora).

MATERIAL Y METODOS

| - ANIMALES

Los péptidos objeto de este estudio fueron obtenidos a partir del veneno de

caracoles marinos de la especie Conus spurius.

I.A - RECOLECCION DE CARACOLES

Los caracoles que se utilizaron para la extraccion del veneno fueron capturados
por arrastre entre 37 y 100 metros de profundidad en aguas del Mar del Caribe,
alrededor de Puerto Morelos, Quintana Roo. Inmediatamente después de colectados,
los ejemplares se congelaron, y asi fueron enviados al laboratorio, donde se

mantuvieron a - 70° C hasta ser usados (Maillo, 2001).

|.B - IDENTIFICACION DE CARACOLES

Los especimenes usados fueron identificados como Conus spurius var atlanticus,
por observacion de las caracteristicas externas de sus conchas y comparacion de estas
con prototipos reportados para la especie (Abbott y Dance, 1990;

www.Gastropods.com; www.coneshell.net; Figura 2). La concha es conica, de color
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marfil, con manchas cafés oscuras con el patron caracteristico de la especie, que esta
compuesto de rectangulos grandes y pequefos en vueltas concéntricas en la misma
direccion del ultimo giro de la concha; el interior de la concha es de color blanco y
puede apreciarse que la abertura y el canal sifonal son amplios. En general la relacién
entre la longitud de la espira y el cuerpo del caracol es de 1.8 y aun en especimenes
muy grandes la longitud de la corona no excede 1 cm. Las conchas son lisas sin

tubérculos y el canal sifonal es recto) (Maillo, 2001).

A B

Figura 2. A) Caracol marino Conus spurius; su distribucion abarca una gran area del Golfo de México (desde los
arrecifes de Carolina del Sur y de la Florida hasta la peninsula de Yucatan); C. spurius es una especie comun que
alcanza medidas de hasta 12 centimetros en longitud y se encuentra en aguas poco profundas. B) Ejemplo
representativo del aparato venenoso de los caracoles marinos (1, saco y dientes radulares; 2, bulbo venenoso; 3,

conducto del veneno; 4 faringe; 5 proboscide).

Il - AISLAMIENTO DE LAS CONOTOXINAS T

IILA - OBTENCION DEL CONDUCTO VENENOSO
Se aislaron los conductos venenosos de cuatro ejemplares de C. spurius var.
atlanticus, de entre 7 y 11 cm de longitud, por quebrantamiento de las conchas en forma

mecanica, para disecar el cuerpo del caracol (Maillo, 2001).

II.B - PREPARACION DEL EXTRACTO CRUDO DEL VENENO
Se obtuvo el extracto de veneno haciendo un homogenizado de los conductos de

los cuatro ejemplares, utilizando para ello 8 mL de una solucidon al 0.5% de &cido
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trifluoroacético (TFA), en una mezcla de acetonitrilo (MeCN) al 40% en agua (mezcla de
extraccion, ME). La mezcla homogenizada fue centrifugada por 15 min a 12,000 rpm,
usando para ello una centrifuga de mesa SORVALL, modelo MC12. El sobrenadante
fue separado y almacenado. El boton fue nuevamente homogenizado con 8 mL de ME,
tras lo cual la muestra fue sonicada (Sonifier B-12, Branson Ultrasonics Corp.; Danbury,
CT), cuatro veces durante 30 s cada vez a 0 °C; después de esto, el homogenado fue
centrifugado por 15 min a 12,000 rpm, y separado el sobrenadante. Los sobrenadantes
fueron repartidos en diez fracciones de aproximadamente de 1.5 mL cada uno y fueron
entonces liofilizados (Speed Vac Plus SC110A, Savant; Holbrook, NY). En total se
obtuvieron 198.2 mg de veneno crudo (Maillo, 2001). Los residuos de los
sobrenadantes fueron disueltos en ME y se cromatografiaron por separado; a partir de

cada una de las fracciones se purificaron posteriormente las conotoxinas de interés .

I.C - AISLAMIENTO DE LOS PEPTIDOS

Los componentes peptidicos de las fracciones de veneno crudo obtenidas fueron
separados mediante cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (siglas en
inglés HPLC—RP), en un cromatégrafo BIO-RAD compuesto de un médulo de bombeo
(Model 2800 Solvent Delivery System), un detector Ultravioleta/visible (Bio-Dimension
UV/VIS Monitor), y un inyector manual (Rheodyne, 7125-081). Se usé una columna
analitica C18 (Vydac, 218TP54; 4.6 x 250 mm, tamafo de particula 5 um, tamaro de

poro 300 A) con una precolumna C18 (Vydac, 218GK54; 4.6 x 10 mm, tamafio de
particula 5 um, tamafo de poro 300 A), y filtro (Alltech, 28689; 4 mm, 2 um tamano de

poro). Para la elucidon se emplearon dos soluciones: TFA al 0.1% (v/v) (solucion A), y
TFA al 0.085% (v/v) en una solucion de MeCN al 90% (v/v) en agua (solucién B). Para
el fraccionamiento del veneno crudo, el gradiente de elucién empleado comenzd con
una mezcla de 95% de solucion A y 5% de solucion B, incrementandose la proporcion
de solucién B a razon de 1% por minuto; la elucion se realizé a temperatura ambiente
con un flujo de 1 mL/min y se empled un asa de 200 uL para cargar la muestra; las
fracciones se colectaron en tubos de polipropileno de 1.5 mL, con base en el cambio de

absorcion a 220 nm (cortes de recoleccion) (Figura 3).
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Figura 3. Perfil cromatogréafico de una de las fracciones del extracto de veneno de Conus spurius (monitoreado a
220 nm, 1.0 AUFS) donde se muestran los péptidos SpliB, P, PIl, Plll, que fueron seleccionados por el antecedente

de que eran miembros putativos de la superfamilia de conotoxinas T.

Il - CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

Il.A - PURIFICACION DE LOS PEPTIDOS

Los péptidos puros del extracto crudo se purificaron mediante de inyecciones de
1 mL (aproximadamente: 7 nmoles de PIl, 2 nmoles de PIl, y 1 nmol de PlIl y PIIB) por
HPLC-RP en un cromatografo Agilent de la serie 1100, compuesto de un modulo de
bombeo (G1311A QuatPump), un detector Ultravioleta/visible de arreglo de diodos
(G13158 DAD), un desgasificador en linea (G1322A Degasser) y un inyector manual
(Rheodyne, 7725i) y con un cromatografo Varian equipado con una bomba ternaria (Pro
Star, modelo 230), un detector Ultravioleta/visible (modelo 310) y un inyector manual
(Rheodyne, 7725i). Se us6 una columna analitica C18 (Vydac, 218TP54; 4.6 x 250 mm,
tamafo de particula 5 um, tamarfio de poro 300 A) con una precolumna C18 (Vydac,

218GK54; 4.6 x 10 mm, tamafio de particula 5 um, tamafio de poro 300 A), y filtro
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(Alltech, 28689; 4 mm, 2 um tamano de poro). Para la elucién se emplearon dos
soluciones: TFA al 0.1% (v/v) (solucidon A), y TFA al 0.085% (v/v) en una solucion de
MeCN al 90% en agua (solucion B). La elucion se realizé a temperatura ambiente con
un flujo de 1 mL/min y se empleé un asa de 1000 uL para cargar la muestra; las
fracciones se colectaron en tubos de polipropileno de 1.5 mL, con base en el cambio de
absorcién a 220 nm. Los gradientes lineales empleados fueron: péptidos PI, Pll y PIII:
45-50% solucion B en 15 min; péptido PIIB: 22-30% solucion B en 80 minutos.

ll.B - DETERMINACION DE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS Y CUANTIFICACION
DE LOS PEPTIDOS PURIFICADOS

Para confirmar la estructura primaria se utilizd un secuenciador automatico de
proteinas basado en la degradacién de Edman; el mismo equipo puede usarse para
cuantificar los péptidos ya puros para realizar los diferentes estudios, tanto bioquimicos

como biologicos.

[11.B.1 - FUNDAMENTOS DEL METODO

En términos generales, en la degradaciéon de Edman, los residuos de aminoacido
son removidos uno por uno (como la anilinotiazolinona del aminoacido), convertidos a
un derivado estable (feniltiohidantoin-aminoacido, PTH-AA), e identificados de acuerdo
a sus tiempos de elucion (al comparados con los de patrones conocidos de los 20 PTH-
AA) mediante HPLC-RP; este proceso se repite un numero de veces igual al numero de
aminoacidos que interesa conocer. Al comparar el area bajo la curva del PTH-AA
obtenido en cada ciclo de degradacién con el area bajo la curva del PTH-AA patron
correspondiente (en cantidad conocida) es posible estimar la cantidad de cada residuo.
Por lo tanto, al determinar la secuencia de un péptido es posible también cuantificar la

cantidad de éste que fue degradado.
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I11.B.2 - EQUIPO

Se us6 un secuenciador de proteinas Applied Biosystems (Procise 491 Protein
Sequencer) acoplado a un cromatografo compuesto por un médulo de bombeo binario
(140C Microgradient System) y un detector Ultravioleta/visible (785 Programmable
Absorbance Detector). Para el control del secuenciador y del cromatégrafo, asi como
para la recoleccion y anadlisis de datos se us6 una computadora personal (Power
Macintosh 7200/120) con un programa especializado para este fin (The Model 610A

Data Analysis Program).

[11.B.3 - MODOS DE SECUENCIACION, CROMATOGRAFIA Y DETECCION

Se usd un método que primero cromatografia un patron de PTH-AA y luego
procede a la degradaciéon secuencial mediante una técnica basada en la entrega, en
forma de "pulsos”, de los reactivos en forma liquida (LIQ-STD-4,11,20,48; los numeros
representan los porcentajes de solucion B (a los 0, 0.2, 0.4 y 18 min del programa de
elucion).

Para la cromatografia de los PTH-AA se empleé una columna C18 (Spheri-5
PTH, 2.1 x 220 mm, tamafo de particula 5 um) y un gradiente de pasos lineales de las
soluciones A3 (tetrahidrofurano en agua al 3.5% (v/v), mas 15% (v/v) de Premix Buffer
Concentrate [contiene 10-20% de acido acético glacial, <10% de acetato de sodio
anhidro, <10% de 1-hexanosulfonato de sodio, y 65-75% de agua)) y B2 (isopropanol al
12% (v/v) en MeCN) a 325 ulL/min. Los PTH-AA fueron detectados a una longitud de
onda de 269 nm.

111.B.4 - PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Se coloca un filtro de fibra de vidrio sobre uno de los bloques de vidrio del
cartucho del secuenciador y se le agregan 15 uL de Biobrene Plus (polibreno: polimero
de 1,3-dibromopropano y N,N,N',N'-tetrametiihexametiléndiamina), que ayuda a la
adhesion del péptido. El filtro es secado con una corriente de un gas inerte (Argon) y
colocado en el cartucho. Luego se somete a un preciclo de secuenciacion, que consiste
en: una simulacion de la reaccidn degradacion de Edman incluyendo solamente los

pasos de acoplamiento y corte (método PRECYCLE). Posteriormente, la muestra a
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secuenciar o cuantificar es aplicada al filtro (en alicuotas de 15 uL) y se seca con

Argon.

1l.B.5 - SECUENCIACION Y CUANTIFICACION

Se determinan los ciclos a realizar de acuerdo al nimero de residuos esperados
en el péptido, conjuntamente con un estandar de PTH-AA (10 pmol de cada uno). Las
cuantificaciones generalmente se llevaron a cabo sometiendo a los péptidos a uno o
dos ciclos de degradacién; por extrapolacion del area del pico del residuo obtenido con
el area equivalente a los 10 pmol del correspondiente residuo en el estandar, a través

de una regla de tres se determinan los pmoles totales del péptido en la muestra.

[1I.C - CUANTIFICACION DE LAS FRACCIONES V Y 25Sr

Las fracciones V y 25Sr del veneno del Conus spurius fueron disueltas en DMSO
al 10% en agua, y su concentracién determinada por el método de Lowry ef al., (1951),
empleando un juego de reactivos comercial (D¢ Protein Assay, Bio-Rad; Hercules, CA).

I11.D - COMPOSICION DE AMINOACIDOS

Para la determinacion de las estructuras primarias completas de los péptidos PlII
y PIIB que por secuencia de aminoacidos no se habian podido observar
completamente, se decidié emplear la técnica de analisis de la composicion de
aminoacidos; los péptidos Pl y Pll se usaron como patrones. La determinaciéon de la
composicion de aminoacidos consiste en tres etapas: 1) hidrélisis de los péptidos; 2)
derivacion de los aminoacidos (resultantes de la hidrélisis) con el reactivo de Edman
(fenilisotiocianato, PITC); 3) separacion y cuantificacion de los derivados de
aminoacidos mediante HPLC-RP. Se utilizé |la técnica de derivacion pre-columna o

prederivacion de Bidlingmeyer ef al., (1984).

l11.D.1 - HIDROLISIS
Los péptidos y los respectivos controles (agua, patron de aminoacidos, proteina
estandar [cadena B de la insulina, oxidada]) secos en tubos individuales de 6 x 50 mm

(Kimax-51 ®; Kimble Glass Inc.) fueron colocados en un frasco con 6 mL de HCI (30%)
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y 60 pL de fenol fundido. El recipiente fue cerrado y colocado en hielo; después de 5
min se conecto al vacio y al alcanzar éste 2 Torr, aproximadamente, se cerro la valvula
del frasco y se saco del hielo. Después de que alcanzé la temperatura ambiente, el
frasco fue introducido en un bafo seco (Dry Bath Incubator; Fischer Scientific) a una

temperatura 110 °C durante 96 horas.

1.D.2 - DERIVACION

Después de la hidrdlisis, las diferentes muestras fueron tratadas con 20 ulL de
solucion secante (metanol (MeOH).agua:trietilamina (TEA), 4:1:1 [v/v/v]) para neutralizar
cualquier resto de acido; después de disolver los residuos con la solucién secante, las
muestras fueron secadas al vacio. Enseguida se sometieron al proceso de
acoplamiento con 20 pL de la solucion de derivacion (MeOH:agua:TEA:PITC, 7:1:1:1
[viviviv]) por 20 minutos a temperatura ambiente. Los feniltiocarbamil-aminoacidos
(PTC- aminoacidos) resultantes se secaron al vacio y se almacenaron a -20 °C, hasta

su analisis cromatografico.

_ 1I1.D.3 - SEPARACION Y CUANTIFICACION DE LOS PTC-AMINOACIDOS

Se llevé a cabo mediante HPLC-RP en un cromatografo Agilent de la serie 1100,
compuesto de un moédulo de bombeo (G1311A QuatPump), un detector
Ultravioleta/visible de arreglo de diodos (G13158 DAD), un desgasificador en linea
(G1322A Degasser) y un inyector manual (Rheodyne, 7725i) con asa de 20 ulL. La
temperatura de la separacion se controlé a 62 °C mediante un horno para columna
(TC-50, Eppendorf). Los patrones enpleados fueron: 1) aminoacidos: 125 pmol / 20 pul;
2) proteina conocida: (cadena B de insulina, oxidada) 112 pmol / 20 uL. Se usé una
columna Nova-Pak C18 (3.9 x 300 mm; 4um tamario de particula, 60 A tamaro de poro;
Waters), con una precolumna (0.46 x 1.0 cm; tamafo de particula 5um tamano de poro
300 A; Vydac). Se usaron las siguientes soluciones para la cromatografia: solucion A
(14 mM acetato de sodio, 6% MeCN, 0.05% TEA, pH 6.4); solucion B (60% MeCN). Se
us6 un gradiente con varios pasos lineales: 0-12% B en 5 minutos; 12-35.5% B en 8
min; 35.5- 60% B en 1 min; 60-100% B en 0.5 minutos; 100% B durante 5.5 minutos;
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100-0% B en 1min; 0% B durante 4 minutos. La deteccion se hizo a una longitud de
onda de 254 nm.

lILLE - CONFIRMACION DEL PATRON DE CISTEINAS

Para poder detectar los residuos de Cisteina durante la secuenciacion de Edman
y confirmar la localizacion de las cisteinas en la secuencia de aminoacidos de cada
péptido es necesario modificarlos con un reactivo alquilante. Para esto, los péptidos
purificados fueron reducidos, alquilados con 4-vinilpiridina (para observar los residuos
de Cisteinas como derivados denominados PTH-piridiletilcisteinas, PTH-PEC),

repurificados por HPLC-RP y sometidos a secuenciacion de Edman automatica.

ILE.1 - REDUCCION Y ALQUILACION

Esto se hizo tomando aproximadamente un nmol de cada péptido (PIIB, PI, PIl, y
PIl) y reduciendo los puentes disulfuro entre las cisteinas con una solucion que
contenia 100 mg de guanidina (concentracion final, 6 M), en 100 uL de amortiguador
TRIS 0.1M pH 8 y 40 uL de DTT 50 mM; la reaccion se llevo a cabo a 65 °C por 25 min.
La alquilacion de las cisteinas libres (reducidas) fue hecha agregando 4uL de 4-
vinilpiridina, dejando reaccionar por 18 h a temperatura ambiente (bajo atmdsfera de
N2).

I.LE.2 - REPURIFICACION DE LOS PEPTIDOS PIRIDILETILADOS

Los péptidos piridiletilados fueron separados de los reactivos usados para la
reduccion y alquilacion mediante HPLC-RP en las condiciones descritas en la seccion
[lIA, con un gradiente de solucién B de 10-60%B en 50 minutos; los péptidos derivados

fueron llevados a sequedad.

II.E.3 - SECUENCIACION

Los péptidos piridietilados fueron disueltos en 40 ulL de TFA:agua, 2:1 (v/v),
aplicados a un filtro apropiadamente tratado (ver seccion IlIB.4), y secuenciados para la
observacion de la estructura primaria o secuencia de aminodacidos, incluyendo a las

cisteinas.
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lIl.F - DETERMINACION DEL ARREGLO DE PUENTES DISULFURO

Para determinar el patron de enlaces disulfuro entre las cisteinas de los péptidos
Pl, Pll y PIll, éstos fueron sometidos a una reduccion parcial y alquilacién con N-
etilmaleimida en condiciones acidas, repurificacion, reduccion total y alquilacién con 4-
vinilpiridina en condiciones basicas, repurificacion, y secuenciacion. Esta estrategia
incluye reducciones y alquilaciones distintas para la diferenciacion de los residuos de
cisteinas involucradas en cada puente disulfuro reducido. Para el ensayo se tomaron
aproximadamente 20 nanomoles del Pl, 12 nanomoles del Pll y 1.5 nmoles del Pl
(debido a la escasez de muestra el péptido Il sélo se redujo parcialmente y se alquild
con N-etiimaleimida). La estrategia utilizada para este ensayo fue la descrita por van de
Hooven (2001).

lILF.1 - REDUCCION PARCIAL Y ALQUILACION CON N-ETILMALEIMIDA

La reduccion parcial se llevo acabo después de disolver los péptidos en 10 L de
amortiguador de citrato (0.18 M, pH 3) que contenia 6 M de guanidina-HCI en agua. La
reaccion fue iniciada adicionando 27.2 uL (240 equivalentes de TCEP) de una solucion
0.1 M de TCEP (Tris-2-carboxietil-fosfina) en amortiguador de citrato (en 0.1 M pH 3)
que contenia 6 M de guanidina-HCI; la mezcla fue incubada a temperatura ambiente
durante 15 minutos, seguida directamente por una reaccion de alquilacién con N-
etilmaleimida; ésta fue realizada adicionando 68 uL de 0.1 M de N-etilmaleimida (600
equivalentes), en amortiguador de citrato 0.1 M pH 3 y 6 M de guanidina-HCI en agua, e

incubando 30 minutos a temperatura ambiente.

lIl.F.2 - REPURIFICACION
Los péptidos N-etilsuccinimidados fueron separados de los reactivos usados para

la reduccion y alquilacién mediante HPLC-RP en las condiciones descritas en la seccion
[lIA, con un gradiente de solucion B de 35-50 % en 90 minutos; los péptidos derivados

fueron llevados a sequedad.
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lI.LF.3 - REDUCCION TOTAL Y ALQUILACION CON 4-VINILPIRIDINA

Los derivados (secos) fueron sometidos a una reduccion total, incubandolos en
200 pL de una solucion acuosa conteniendo 20 mM de TCEP y 250 mM de Tris-
acetato, pH 8 durante 30 minutos a 50 °C; después de 10 minutos a temperatura
ambiente se adicionaron 4 uL de 4-vinilpiridina (VP, para alquilar o marcar los residuos
de cisteinas que estaba formando el segundo puente) y se incubé la mezcla por 15

minutos en la oscuridad a temperatura ambiente.

lIl.LF.4 - REPURIFICACION

La mezcla fue inmediatamente purificada por HPLC (gradiente de solucion B: 30-
50% en 120 minutos); los derivados recuperados fueron concentrados y entonces
disueltos en TFA:agua (1:1, v/v) y secuenciados para la observacion del patron de

alquilacion de las cuatro cisteinas y asi determinar el arreglo de los puentes disulfuro.

IIl.F.5 - SECUENCIACION

Los péptidos piridiletilados/N-etilsuccinimidados fueron disueltos en 30 ulL de
TFA:agua, 2:1 (vlv), aplicados a un filtro apropiadamente tratado (ver seccion IlIB.4), y
secuenciados para la observacion de la estructura primaria o secuencia de

aminoacidos, incluyendo a las cisteinas marcadas diferencialmente.

IV - CARACTERIZACION BIOLOGICA

Dado que se habia demostrado que una de las conotoxinas T putativas (PI)
objeto de este trabajo tiene actividad biolégica en ratones (Maillo, 2001), se decidio
evaluar la actividad biolégica, en ratas, de los dos péptidos mas abundantes purificados
en este trabajo (PIIB y Pl), asi como de dos fracciones (fraccion V y fraccién 25Sr) que
contenian los péptidos mas hidrofébicos del veneno (entre los cuales estaba al menos

el péptido PI).
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IV.A - EFECTO SOBRE EL UMBRAL AL DOLOR POR PRESION

Debido a que se ha encontrado que algunas conotoxinas de la superfamilia T
(mr10a, ver pag. xix) producen efectos analgésicos o antinociceptivos en ratones, se
decidié evaluar el efecto de la conotoxina T putativa mas abundante (Pl) de C. spurius

sobre el umbral al dolor por presién en ratas, administrandola por via intratecal.

IV.A.1 - IMPLANTACION DE LA CANULA

Se utilizaron 18 ratas macho (2 meses de edad) de la cepa Wistar, a los que les
fueron implantadas canulas intratecales bajo anestesia de una mezcla con ketamina y
rompum (40 mg/kg). Las canulas fueron previamente llenadas con solucion salina y
selladas en el extremo externo, las canulas median alrededor de 180 mm de longitud
para permitir realizar las inyecciones en los niveles lumbares de la médula espinal.

Los musculos del cuello fueron separados y la membrana atlanto-occipital fue
cuidadosamente descubierta; a través de un orificio en esta membrana se deslizé el
catéter o canula, observando que el animal no tuviese movimientos de los miembros
anteriores y posteriores. Las canulas fueron fijadas mediante hilo quirdrgico a los
musculos del cuello, dejando sobresalir varios milimetros para efectuar las inyecciones
intratecales. Los animales se dejaron recuperar por un periodo minimo de dos dias

después de la operacion.

IV.A.2 - INYECCIONES INTRATECALES

Las ratas fueron sujetadas de manera que quedaran inmovilizadas para su facil
manipulacion; la canula fue abierta con unas tijeras, y la aguja de la jeringa (Hamilton
de 25 ulL) fue introducida en la punta de la canula y la muestra fue inyectada
lentamente; inmediatamente el animal fue colocado en su caja, donde permanecio

durante 9 minutos hasta la valoracion.

IV.A.3 - VALORACION DEL EFECTO SOBRE EL UMBRAL AL DOLOR
Antes de las valoraciones (control o de prueba), los animales fueron manipulados
de manera tal que no mostraran un efecto por la novedad ante la manipulaciéon y

mediciéon del umbral al dolor. Cada valoracion del umbral al dolor por presion consistio
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en la medicion de dos veces en cada una de las patas posteriores. Los animales fueron
sometidos a tres valoraciones del umbral al dolor por presion: 1) antes de la cirugia
(implantacion de la canula); 2) después de la recuperacion de la cirugia; y 3) después
de la inyeccion del péptido (prueba) o del vehiculo de inyeccion (control).

Los animales fueron divididos en cuatro grupos, con cuatro o cinco animales por
grupo. El primer grupo fue utilizado para inyectar el vehiculo (dimetilsulféxido en agua,
DMSQ) al 8% en el cual iba disuelto el péptido PIl. El segundo grupo fue utilizado para
inyectar el péptido | purificado (disuelto en DMSO al 8%). El tercer y cuarto grupo fueron
utilizados para valorar la concentracién de 10% del vehiculo y del péptido disuelto en el

vehiculo a esta Ultima concentracion.

IV.A.4 - MEDICION EN EL ANALGESIOMETRO

Después de 9 minutos de haber inyectado a los animales éstos fueron
inmovilizados, dejando libres las patas posteriores. Para realizar las mediciones del
umbral al dolor por presion cada una de las patas fue colocada en una pequefia
plataforma del analgesiometro (Paw Pressure Analgesia Instrument, type 7200;
Biological Research Apparatus; Varese, Italy). Un area pequefia de la pata fue
sometida en a una presion con una pesa (ver foto, pagina 27) que progresivamente iba
aumentando de peso. El valor que se tomd como dato fue el marcado en la pesa en el
momento en que el animal libremente retiraba la pata de la plataforma; los valores o
unidades de la pesa iban de 0-25 que corresponden aproximadamente a un maximo de

250 gramos.

27



IV.A.5 - ANALISIS DE DATOS

- Los datos obtenidos en este experimento fueron valorados mediante la
aplicacién a dichos datos de un analisis de varianza de una via, comparando las
diferencias entre los grupos control y los tratados con el péptido | antes y después de la
inyeccion, tomando en consideracion una diferencia estadisticamente significativa entre
los datos de cada uno de los grupos, si estos representaban una probabilidad debida al

azar de 0.5 %.

IV.B - EFECTO SOBRE LA COORDINACION MOTORA ROTACIONAL

Debido a que se ha encontrado que algunas conotoxinas de la superfamilia T
(tx5ale-TxIX, ver pag. 8) producen espasticidad (modo de andar irregular o intermitente)
en ratones, se decidio evaluar el efecto de las conotoxinas T putativas mas abundantes
(Pl'y PlIB) de C. spurius sobre la coordinacion motora en ratas, administrandolas por las

vias intracerebroventricular e intravenosa.

IV.B.1 - VIAS DE ADMINISTRACION

IV.B.1.a - VIA INTRACEREBROVENTRICULAR
Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 280 a 310 g de peso, las cuales

fueron mantenidas en condiciones de temperatura y luz controladas ( 23 °C +/- 1 °C con
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un ciclo luz obscuridad 12:12), con agua y alimento ad libitum. Se formaron 6 grupos
experimentales: 2 grupos controles (DMSO 10% (vehiculo de inyeccion) y solucion
salina fisiolégica (NaCl al 0.9%, SSF) y 4 grupos con tratamiento (Fraccién V disuelta en
DMSO al 10% (FV, 6.8 ug/15 uL), Fraccion 25Sr disuelta en DMSO al 10% (F25Sr, 6.8
ug/15 ul), péptido P1 (disuelto en DMSO 10%, 1.2 nmol/15 pL), péptido 1IB disuelto en
NaCl al 9% (250 pmol/15 uL, dia 1; 1.2 nmol/15 puL, dia 2). Cada animal fue inyectado

con 15 uL de la muestra correspondiente a su grupo.

IV.B.1.a.1 - IMPLANTACION DE LA CANULA

Los animales fueron anestesiados con una dosis 7:3 de ketamina y rompum (40
mg/kg de peso) via intraperitoneal (i.p). Una vez anestesiado, el animal se colocé en un
aparato estereotaxico para realizar el implante, el cual se logra haciendo un trépano del
lado izquierdo del craneo del animal siguiendo las siguientes coordenadas: antero-
posterior 8.6 mm, lateral 1.25 mm, altura 6.5 mm, linea interaural (Paxinos y Watson,
1982). La canula se fijo en el craneo por medio del pegamento "Super bond" y acrilico
dental; después de la implantacién los animales fueron sometidos a un periodo de

recuperacion de por lo menos tres dias hasta una semana antes de las inyecciones.

IV.B.1.a.2 - INYECCION INTRACEREBROVENTRICULAR

' Las ratas eran inmovilizadas de manera tal que no se movieran al momento de la
inyeccion. La inyeccion de las fracciones V y 25sr asi como de los péptidos Pl y IIB, fue
llevada acabo con una jeringa Hamilton de 25 uL; con ayuda de un catéter de 1.4 cm de
longiotud, la aguja fue conectada con la canula e inyectadose lentamente la muestra
respectiva. Enseguida los animales eran depositados en sus cajas y dejados ahi por los
periodos establecidos para la evaluacion del efecto de cada una de las fracciones y
péptidos puros inyectados (S, 30 60 y 120 minutos); a cada tiempo después de la
realizacion de la prueba de locomocion, cada uno de los animales era colocado

igualmente en su caja hasta finalizar las pruebas y entonces transportado al bioterio.
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IV.B.1.b - VIA INTRAVENOSA
Se formaron tres grupos: dos grupos controles (DMSO 10% (vehiculo de

inyeccién), SSF, y un grupo con tratamiento (FV, 6.8ug/15 uL).

IV.B.1.b.1 - INYECCIONES INTRAVENOSAS
Las ratas fueron inmovilizadas en una trampa donde quedaba expuesta la cola
para su facil manipulacién e inyectadas en la vena caudal, estos animales fueron

evaluados y sacrificados como los animales inyectados i.c.v (ver abajo).

IV.B.2 - EVALUACION DEL EFECTO SOBRE LA COORDINACION MOTORA

El parametro que se evalud para analizar el posible efecto de las conotoxinas Pl
y lIB asi como de las dos fracciones FV y F25Sr, fue la ejecucion motora de las ratas,
mediante un aparato de aceleracion rotacional (Omni-Rotor Treadmill, Omnitech
Electronics; Columbus, OH). El aparato consiste de un rodillo giratorio controlado por
una unidad motora que permite crear un programa de diferentes fases de velocidades
mediante un programa computacional. Los animales fueron manipulados en este
aparato con el programa 1 de ensayo antes del primer dia de inyeccién (Tabla 5). Una
hora antes de cada inyeccidn las ratas se sometieron a un ensayo para registrar su
actividad basal y luego, a los 9, 30, 60 y 120 minutos después de cada inyeccién con el
programa 2 (Tabla 6).

Tabla 5. Programa 1 Tabla 6. Programa 2
FASE DURACION |VELOCIDAD FASE DURACION |VELOCIDAD
(segundos) | (rpm) (segundos) | (rpm)

1 20 10 1 40 20
2 40 20 2 80 40
3 80 40 3 160 80
4 40 20 4 80 40
5 10 0 5 20 0
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IV.B.3 -VERIFICACION DEL SITIO DE IMPLANTE DE LA CANULA

Debido a que no se observd efecto de la fraccion FV (que fue la primera
probada) mas alla de los treinta minutos, se decidié sacrificar a los animales media hora
después de la ultima inyeccion (tercer dia de prueba); esto mismo se hizo con todos los
experimentos en que se uso esta via de administraciéon. Los animales tratados con la
fraccion FV fueron perfundidos via intracardiaca con SSF y paraformaldehido al 4%; los
cerebros fueron mantenidos en el fijador durante una hora y después fueron
almacenados en refrigeracion en una solucion de sacarosa al 16%. Para el caso de los
demas animales tratados, los cerebros fueron fijados con formol al 10% en agua y
dejados al menos dos dias y posteriormente se pasaron a sacarosa al 30%. La
confirmacion del sitio de implante fue hecha mediante cortes histologicos coronales de
40 micras de espesor en un microtomo de congelacién (el cerebro se colocd en posicion
postero-anterior identificando cada lado por una muesca a lo largo del hemisferio
derecho). Los cortes se colectaron en solucion amortiguadora 0.1 M de fosfatos pH 7.4
y fueron almacenados en la misma a 4 °C hasta ser montados (portaobjetos
gelatinizados); después fueron contratefidos con safranina al 0.1% por 30 segundos y
fijados con una resina sintética (Entellan, medio de inclusion rapida para microscopia
que contiene Xileno) después de la deshidratacion de los cortes con un tren de
alcoholes (70%, 95% 100% vy xilol). Para los analisis estadisticos se tomaron en cuenta

solo los animales con la canula en ventriculo izquierdo (figura 4).

IV.B.3 - ANALISIS ESTADISTICO

Las diferencias entre los grupos fueron analizadas mediante un andlisis de
varianza de dos vias para medidas repetidas seguido de la prueba post-hoc de Student
Newman-Keuls. Las diferencias fueron consideradas significativas cuando Ila

probabilidad de que éstas fueran cero, fue menor al 5%.
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SALINA

FRACCION V FRACCION 25sr

Figura 4 . En estas microfotografias se muestran un ejemplo ( por grupo de animales) de la confirmacion del sitio de implante de
la cénula es decir el ventriculo lateral izquierdo (V1i), sefialando algunas de las areas o regiones cerebrales cercanas a este sitio:
CTX (corteza) y CC (cuerpo calloso).



RESULTADOS

|. PURIFICACION DE CUATRO T CONOTOXINAS

Se logro purificar a las cuatro conotoxinas T putativas a partir de varias
fracciones semipurificadas del extracto crudo del veneno (estableciéndose los
gradientes de purificacion con base a sus tiempos de elucion); se mezclaron varias de
las fracciones o péptidos puros en una sola muestra para tener alrededor de 10 nmoles
o mas (en el caso de los péptidos Pll y Plll la recuperancion era insuficiente, de menos
de 1 nmol, como se puede ver en las Figuras 7 y 8) y poder hacer los diferentes
ensayos tanto quimicos como bioldgicos. Se decidid solo trabajar con los péptidos PIIB
y Pl para los ensayos biolégicos debido a: 1) que son de los que se tenia mas muestra,
y 2) el interés de comparar la actividad biolégica de dos conopéptidos con
caracteristicas estructurales similares (el patréon de cisteinas, que las clasifica dentro de
la superfamilia de las T conotoxinas) pero con caracteristicas quimicas diferentes, en
particular su hidrofobicidad, siendo el péptido PIIB hidrofilico y el Pl hidrofébico (Figura
3).

En las purificaciones se observa claramente la presencia de un pico mayoritario
(mayor absorbencia a 220 nm) , identificado como el correspondiente péptido puro, en
relacion, a su tiempo de elucion de acuerdo con el gradiente establecido para dicha
purificacion (Figuras 5-8); la pureza fue también corroborada por la secuencia del
péptido, donde pudimos observar con cada ciclo de la reaccidn, la correspondencia a

un solo péptido.
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Figura 5. Cromatograma representativo de varias
fracciones purificadas del péptido PIIB, hecho en una
columna C-18, con un gradiente de de elucion de
solucion B (MeCN 90, 0.085 % TFA) de 22-30 % en 80
minutos. Se muestran los sitios de corte de recoleccion
(barras transversales ) y tiempos de elucion (minutos).
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Figura 7. Cromatograma representativo de varias
fracciones purificadas del péptido Pll, hecho en una
columna C-18, con un gradiente de de elucion de
solucion B (MeCN 90, 0.085 % TFA) de 45-50 % en 15
minutos. Se muestran los sitios de corte de recoleccion
(barras transversales ) y tiempos de elucion (minutos).
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Figura 6. Cromatograma representativo de varias
fracciones purificadas del péptido PI, hecho en una
columna C-18, con un gradiente de elucion de solucion
B (MeCN 90, 0.085 % TFA) de 45-50 % en 15 minutos.
Se muestran los sitios de corte de recoleccion (barras
transversales ) y tiempos de elucion (minutos).
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Figura 8. Cromatograma representativo de varias
fracciones purificadas del péptido PIll, hecho en una
columna C-18, con un gradiente de de elucion de
solucion B (MeCN 80, 0.085 % TFA) de 45-50 % en 15
minutos. Se muestran los sitios de corte de recoleccion
(barras transversales ) y tiempos de elucion (minutos).



Il. COMPOSICION DE AMINOACIDOS

Las secuencias de los péptidos PlIl y PIIB se confirmaron mediante el analisis de
la composicion de aminoacidos, asi como la de los péptidos Pl y Pll. Dado que la
secuencia de estos dos ultimos habia sido ya determinada por secuenciacion, su
analisis permitid usarlos como patrones. Se uso la técnica de hidrélisis acida y la
derivacion de los residuos de aminoacidos a PTC-aminoacidos con su posterior
separacion y cuantificacion por HPLC, usando para esto aproximadamente 1 nmol de
cada péptido. Las muestras de PTC-aminoacidos generalmente se disolvieron con 60
uL de agua y se hicieron tres repeticiones con inyecciones de 20 pl.

Para cada péptido (patrén o problema) se promediaron los valores del area bajo
la curva de las tres repeticiones (para cada uno de los distintos aminoacidos) para los
calculos cuantitativos. La cantidad (en pmoles) de cada aminoacido en cada péptido
(patron o problema) se calculé con base en los valores de area bajo la curva de los
aminoacidos del patron de aminoacidos hidrolizado. Luego, se calculo el cociente molar,
tomando como unidad a la Fenilalanina, en los casos de los péptidos patrén Pl y Pll y
de los péptidos problema PIIB y PIIl, y a la Arginina en el caso de la proteina patron
(cadena B de insulina, oxidada) (Figura 12 y Tabla 6). Debido a las condiciones
enpleadas durante la hidrélisis acida, los residuos de Cisteina y Triptofano fueron
destruidos (Tabla 6).

La determinacion de la composicion de aminoacidos de los péptidos PIIB y PIIl
confirmé las hipotesis acerca de sus estructuras, es decir, que el péptido PIIB tiene un
residuo mas de Arginina (con respecto a lo observado durante la secuenciacion del
péptido intacto) y que en el péptido PIll el residuo de masa 113.1-113.2 es Leucina, y
no Isoleucina ni Hidroxiprolina.

Sin embargo, a pesar de este resultado satisfactorio, se observaron algunas
anomalias aparentes. En los casos de los péptidos PI, Pll y PIll, el contenido de
Isoleucina resultéd inferior al encontrado por secuenciacién (3 residuos por molécula);
este resultado no es inesperado ya que se sabe que los enlaces lle-lle son mas
resistentes que otros a la hidrélisis acida, y dichos péptidos contienen la secuencia lle-
lle; la diferencia en los valores encontrados para Pl por un lado y para Pll y PIIl por el

otro, sugiere alguna diferencia estructural (ver Discusion).
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Figura 12. Cromatogramas de PTC-aminoacidos: 1) patron de PTC-aminoacidos bajo condiciones de no hidrolisis
(125 pmol); 2) patron de PTC -amino&cidos bajo condiciones de hidrolisis (125 pmol), utilizados como estandares en
los andlisis de la proteina patron (cadena B de insulina oxidada) y de las cuatro conotoxinas estudiadas; y 3)
cromatograma que muestra la composicion de aminoacidos (PTC-aminoacidos) de la cadena B de insulina
(FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKA, 112 pmol), extrapolados con base en el area de los PTC-aminoacidos
estandares hidrolizados. El &cido cistéico mostrado en el cromatograma 3 de la cadena B de la insulina, representa
los residuos de cisteina. No se muestran los residuos de aminoacidos como el triptofano que no se pueden detectar
mediante esta técnica (ya que se degrada por las condiciones de hidrdlisis). La glutamina se detecta como acido
glutamico y la asparagina como é&cido aspartico. Claves de los residuos de aminoéacidos. G (glicina), A (alanina), V
(valina), L (leucina), | (isoleucina), S (serina), T (treonina), M (metionina), P (prolina), F (fenilalanina), Y (tirosina), H
(histidina), K (lisina), R (arginina), D (acido aspartico), E (acido glutamico).

Los valores elevados de Alanina y Prolina en el péptido PIIB pudieron deberse a

contaminacion de la muestra con aminoacidos del ambiente.
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Tabla 6. Datos experimentales de la composicion de aminoacidos de las cuatro conotoxinas analizadas; los
valores redondeados de los cocientes molares se indican entre parentesis. Debido a las condiciones de hidrolisis, los
residuos de Cisteina (C) y Triptofano (W) no fueron determinados (n.d.) en este analisis.

Residuos por molécula (normalizados con respecto a F)

Aminoacido Pl Pll PIll PIIB

D 08 (1) [1.09 (1) |083 (1)

E 081 (1) [1.07 (1) |094 (1)

G 133 (1)
R 211 ()
A 191 (2
P .69 (2
Y 055 (1) |071 (1) 081 (1) [195 (2

1.09 (1) [240 (2) [228 (2

L 0.78 (1) 1.09 (1) 181 (2 1.19 (1)
C n.d. n.d. n.d. n.d.
W n.d. n.d. n.d. n.d.
F 1.00 (1) 1.00 (1) 1.00 (1) 1.00 (1)
TOTAL (6) @) (8) (11)
Pl ” 1617 lculad
IINWCCLIFYQCC masa calctiada
1616.6 masa experimental
PII ’ 16
IINWCCLIFYQCC 17 masa calculada
1616.6 masa experimental
Plll ; -
IINWCCLIFYQCCL 1730.2 masa calculada
1729.7 masa experimental
PIIB " 1549.9 lculad
AGCCPRFYYCCLR masa caletiada
1548.6 masa experimental
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lIl. ESTRUCTURA PRIMARIA

La determinacién de la estructura primaria (secuencia de aminoacidos) de los
péptidos purificados fue el siguiente paso para su caracterizacion quimica, empezando
por la secuenciacion de cada péptido (1 nmol de muestra) mediante el método de
secuenciacion de proteinas de Edman. Se utilizd la técnica de reduccion y alquilacion
(marcaje) con 4-vinilpiridina, para la observacion de la posicion de los residuos de
cisteinas en la secuencia lineal de cada péptido y obtener asi las secuenciadas
completas. De esta manera, se logré corroborar las estructuras primarias de dichos
péptidos y el patron de cisteinas en la secuencia, que evidencia su clasificacion dentro

de la superfamilia de conotoxinas T (ver figuras 9-12).
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Figura 9. Cromatogramas donde se muestran solo los ciclos de secuenciacion correspondientes a los residuos de
cisteinas en la estructura primaria (INWCCLIFYQCC) de la conotoxina PI. El péptido nativo fue totalmente reducido
y sus cisteinas marcadas con 4-vinilpiridina (agente alquilante), para que pudieran ser detectadas como PTH-
piridiletilcisteinas (PTH-PEC), mostrando el patrén de estos residuos en el péptido.
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Figura 10. Cromatogramas donde se muestran solo los ciclos de secuenciacion correspondientes a los residuos de
cisteinas en la estructura primaria (IINWCCLIFYQCC) de la conotoxina PII. El péptido nativo fue totalmente reducido
y sus cisteinas marcadas con 4-vinilpiridina (agente alquilante), para que pudieran ser detectadas como PTH-
piridiletilcisteinas (PTH-PEC), mostrando el patron de estos residuos en el péptido.
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Figura 11. Cromatogramas donde se muestran solo los ciclos de secuenciacion correspondientes a los residuos de
cisteinas en la estructura primaria (INWCCLIFYQCCL) de la conotoxina PlIl. El péptido nativo fue totalmente
reducido y sus cisteinas marcadas con 4-vinilpiridina (agente alquilante), para que pudieran ser detectadas como

PTH-piridiletilcisteinas (PTH-PEC), mostrando el patron de estos residuos en el péptido.
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Figura 12. Cromatogramas donde se muestran solo los ciclos de secuenciacion correspondientes a los residuos de
cisteinas en la estructura primaria (AGCCPRFYYCCLR) de la conotoxina PIIB. El péptido nativo fue totalmente
reducido y sus cisteinas marcadas con 4-vinilpiridina (agente alquilante), para que pudieran ser detectadas como

PTH-piridiIetiIcisteiﬁas (PTH-PEC), mostrando el patron de estos residuos en el péptido.
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IV. ARREGLO DE LOS PUENTES DISULFURO

Un punto importante en la caracterizacion estructural de las conotoxinas es la
determinacion del arreglo de los puentes disulfuro entre sus residuos de cisteinas. Para
esto se sometieron cada uno de los péptidos a una reduccién parcial y alquilacion con
N-etimaleimida dandonos un derivado de las cisteinas libres denominado N-
etilsucinimidocisteinas. Con 20 nmoles del péptido Pl se lograron obtener 5 especies
derivadas del péptido nativo (D1-D5) los cuales mostraron un incremento en su tiempos
de retencion como se puede ver en la Figura 13, en comparacion con el tiempo de
retencion del péptido nativo o sin la modificacién de sus puentes disulfuro; cada una de
estas especies o derivados del Pl representa algunas de las modificaciones del péptido
debidas a la reduccién parcial y alquilacién (reduccion de uno u otro de los dos puentes
disulfuro y la marcacién con NEM, de los respectivos residuos de cisteinas reducidos o
libres). Cada uno de los derivados obtenidos fueron sometidos a un segundo
procesamiento de reduccion (total) y alquilacién, para la doble corroboracién del arreglo
de los puentes. Como fue ya mencionado, tedéricamente con la reduccion parcial
logramos romper o reducir uno de los dos puentes; entonces era necesario romper el
otro puente y marcar los residuos de cisteinas involucrados en éste segundo puente
con 4-vinilpiridina, para diferenciarlos de los marcados con NEM. Posteriormente se
purificaron por HPLC y se secuenciaron por separado. Al obtener las secuencias
completas de cada derivado se determind que la organizacion de los puentes es la
siguiente: C1-C3, C2-C4 (Figura 14).
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Figura 13. Cromatograma de la reduccion parcial y alquilacion con N-etilmaleimida (NEM) del péptido Pl, donde se sefialan los
derivados obtenidos (D1-D5), que fueron posteriormente reducidos totalmente, alquilados con 4-vinilpiridina, purificados (HPLC)

y secuenciados. Se sefiala también la fraccion correspondiente al peptido nativo (sin reduccion de sus puentes disulfuro).
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Figura 14. Cromatogramas de los ciclos de secuenciacion por el método de Edman correspondientes a las cisteinas

modificadas del derivado D3 del péptido |, después de su purificacion por HPLC. Se muestra asi que el arreglo

de los puentes disulfuro es, uno entre la Cys 1y la Cys 3y el otro entre la Cys 2 y la Cys 4. Los derivados de las

cisteinas son nombrados con claves dadas por el marcador que se uso para su alquilacion: PE-CYS = cisteinas

marcadas con 4-vinilpiridina, NEM-CYS = cisteinas marcadas con N-etilmaleimida.
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La conotoxina PIl (12 nmoles de muestra) fue igualmente sometida a una
reduccion parcial de cuya reaccion se obtuvieron 5 derivados o especies del péptido
nativo (Figura 15); la mayor parte de la muestra del péptido no sufri6 cambio o
reduccion ante las condiciones experimentales como en el caso del péptido PIl. Sin
embargo, la cantidad de muestra obtenida de los derivados fue suficiente para realizar
una reduccion total y doble alquilacion. Los resultados, con los que se concluye que el
arreglo de los puentes de este péptido es el mismo que el del péptido Pl, son mostrados

en la Figura 16.
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Figura 15. Cromatograma de la reduccion parcial y alquilacion con N-etilmaleimida (NEM) del péptido Pll, donde se sefialan los
derivados obtenidos (D1-D6), que fueron posteriormente reducidos totalmente, alquilados con 4-vinilpiridina, purificados (HPLC)

y secuenciados. Se sefiala también la fraccion correspondiente al péptido nativo (sin reduccion de sus puentes disulfuro).
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Figura 16. Cromatogramas de los ciclos de secuenciacion por el método de Edman, correspondientes a las cisteinas
modificadas del derivado D4 del péptido PIl, después de su purificacion por HPLC. Se muestra asi que el arreglo de los puentes
disulfuro es entre la Cys 1 y la Cys 3y el ofro entre la Cys 2 y la Cys 4. Los derivados de las cisteinas son nombrados con claves
dadas por el marcador que se uso para su alquilacion: PE-CYS = cisteinas marcadas con 4-vinilpiridina, NEM-CYS = cisteinas

marcadas con N-etiimaleimida
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Debido a las limitaciones en la cantidad de la muestra obtenida después de la
purificacion del péptido PlIl (1.5 nmoles), solamente se le realizé una reduccion parcial y
alquilacion con N-etilmaleimida; de este proceso se obtuvieron dos derivados (D1, D2)
del péptido nativo. A pesar de que las condiciones experimentales de reduccion y
alquilacion fueron similares a las empleadas para los péptidos Pl y PIl, en el caso del
péptido PlII los productos o derivados obtenidos fueron sélo dos (Figura 17). Es posible
que, teniendo este péptido un aminoacido mas con respecto a los péptidos Pl y PIl, su
tamano influya en la accesibilidad del TCEP (reactivo reductor) a los puentes. También
es posible que la menor cantidad (y por lo tanto, menor concentracion) de muestra
usada en este caso haya influido en el grado de reaccion. En la Figura 18 se muestra
que la organizacién o arreglo de los puentes es el mismo que el de los dos anteriores
péptidos (C1-C3, C2-C4).

L
5 NATIVO
|
I D1D2
\
= P4 F & F & = = 3 = s = s =& = & %

Figura 17.Cromatograma de la reduccion parcial del Pl y alquilacion con N-etiimaleimida (NEM), donde se sefialan los derivados
obtenidos (D1, D2), que fueron posteriormente reducidos totalmente, alquilados con 4-vinilpiridina, purificados (HPLC) y

secuenciados. Se sefiala también la fraccion correspondiente al péptido nativo (sin reduccion de sus puentes disulfuro).
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Figura 18. Cromatogramas de los ciclos de secuenciacion por el método de Edman, correspondientes a las cisteinas
modificadas de derivado D2 del péptido Il después de su purificacion por HPLC. Se muestra asi que el arreglo de los puentes
disulfuro es entre la Cys 1 y la Cys 3y el otro entre la Cys 2 y la Cys 4. Los derivados de |as cisteinas son nombrados con claves
dadas por el marcador que se uso para su alquilacion NEM-CYS = cisteinas marcadas con N-etilmaleimida. Las flechas en los
ciclos 6 y 13 que corresponden a las cisteinas 2 y 4 sefialan que no fueron marcadas debido a que el puente formado por ellas
no fue reducido. Esto se deduce ya que no se ve en el cromatograma un aumento del marcaje que es lo que se esperaria si se
hubiesen reducido y alquilado las respectivas cisteinas localizadas en esa posicion de la secuencia; mas bien lo que solamente

se observa es la disminucion del residuo detectado en el ciclo anterior.
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V. ACTIVIDAD BIOLOGICA: BIOENSAYO SENSORIAL EN LA RATA

En una primera valoracion no encontramos diferencias significativas en dos
grupos de ratas cuando se administro el vehiculo (DMSO 10%, n = 5) y el vehiculo mas
el péptido Pl (182 pmol/17 uL, n = 4) al compararse los valores obtenidos en el umbral
al dolor (presion con peso en gramos, siendo las unidades (1-25) el porcentaje
correspondiente de un maximo de 250 gramos netos) con los controles (basales) de
cada grupo ni tampoco al compararlos entre ellos. Los resultados no mostraron
diferencias significativas de los valores obtenidos mediante las mediciones hechas en

cada una de las patas posteriores de los animales (Figura 19).

o1 A B

umbral al dolor

basales 8 minutes basales 9 minutos

pata posterior derecha pata posterior izquierda

Figura 19. Histogramas del umbral al dolor antes (basales) y después (9 minutos) de la administracion de DMSO
10% y DMSO 10% maés péptido PI. Las barras blancas muestran los valores promedios de cada grupo antes y
después de la inyeccion del vehiculo y las barras punteadas muestran los valores promedios del umbral al dolor
antes y después de la administracion del vehiculo y mas el péptido. A) valores promedios para la pata posterior

derecha; B) valores promedios para la pata posterior izquierda, con una muestra de cuatro animales (n=4).

Para comparar los valores del umbral al dolor con diferentes concentraciones

tanto del vehiculo de inyeccion como del péptido en valoracion, se utilizaron dos grupos
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de ratas inyectandole al primer grupo el vehiculo (DMSO 8%, n = 4) y al segundo grupo
el vehiculo conteniendo el péptido PI (336 pmol / 16uL, n = 5). Los resultados obtenidos
no mostraron cambios significativos con la administracion del péptido I, no obstante el
grupo al que se le inyecté el vehiculo mas el péptido se valord en una segunda ocasion

(cuatro dias después de la primera administracion del péptido, Figura 20).
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Figura 20. Histogramas de los valores promedios del umbral al dolor en situacion control (basal o antes de la
inyeccion) y al administrar DMSO 8% y DMSO 8% mas el péptido (9 minutos después de la inyeccion). La grafica A
muestra los valores promedios obtenidos para la pata posterior derecha y la grafica B para la pata posterior
izquierda. Las barras negras representan el promedio de las mediciones del grupo control, las barras grises el
promedio de las mediciones del grupo tratado con el péptido. Los resultados de las mediciones después de la
segunda administracion se muestran con las las barras blancas (antes de la segunda inyeccion) y rayadas (9
minutos después la segunda inyeccion del péptido). No se observaron valores significativamente diferentes; sin
embargo, se observa una variabilidad grande de los datos después de la primera inyeccion del vehiculo mas el

péptido. En las mediciones de la segunda inyeccion del vehiculo mas el péptido la variabilidad observada fue

semejante a la del nivel basal o control.
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VI. ACTIVIDAD BIOLOGICA: BIOENSAYO DE LOCOMOCION EN LA RATA
VI.A. VIA INTRACEREBROVENTRICULAR

Las conotoxinas Pl y PIIB y dos fracciones hidrofébicas del veneno en estudio
(fraccion V y fraccion 25Sr) fueron evaluadas mediante inyecciones
intracerebroventriculares en ratas macho. Sus efectos fueron valorados mediante la
medicién de la duracion de su ejecucion motora (segundos) a 9, 30, 60, y 120 minutos
post-inyeccion (primer dia) y a 9 y 30 minutos (segundo dia). El analisis de los
resultados fue hecho a través de comparaciones de la latencia en la ejecucion motora
de cada grupo de animales tratados con la de su respectivo control. También se realizo
una comparacion entre los grupos de animales controles (tratados con los dos vehiculos
de inyeccion utilizados: DMSO 10 %, y solucion salina, 0.9%). Lo que se observa en la

Figura 21 es el analisis estadistico de la comparacion entre los dos grupos de animales

controles.
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Figura 21. Ejecucion motora de los dos grupos de animales inyectados I.C.V con solucion salina y con DMSO al
10%: A) primer dia de prueba: comparacion de la duracion (latencia) de la ejecucion motora de los dos grupos de
animales, medida a 0, 9, 30 y 120 minutos post-inyeccion; B) segundo dia de prueba: comparacion de la ejecucion
motora de los mismos grupos de animales medida a 0, 9 y 30 minutos post-inyeccion. Las lineas representan la
duracion promedio + esm (3 ensayos consecutivos por animal) de la ejecucion motora de cada grupo de animales.
No se observo diferencia significativa entre grupos, ni tampoco entre los diferentes tiempos post-inyeccion en cada

uno de los dias (ANOVA de medidas repetidas de dos vias).
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La duracion promedio del desarrollo de la ejecucion motora de cuatro animales
tratados con la fraccion FV a una dosis de 6.8 pg en un volumen de vehiculo de
inyeccion de 15 uL (como grupo) fue estadisticamente diferente de la de seis animales
tratados (grupo control) con el vehiculo de inyeccion, DMSO 10%; es decir las ratas, en
general, se mantuvieron por mas tiempo en el rodillo giratorio después de haber sido

inyectadas con la fraccion FV (Figuras 22a y 22b).
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Figura 22a. Ejecucion motora de dos grupos de animales: el grupo control (vehiculo de inyeccion = DMSO 10%) y el
grupo tratado con la fraccion V, inyectados I.C.V. Las lineas representan la duracion promedio + esm (3 ensayos
consecutivos por animal) de la ejecucion motora de cada grupo de animales. A) primer dia de prueba: comparacion
de la duracion (latencia) de la ejecucion motora de los dos grupos de animales, medida a 0, 9, 30 y 120 minutos
post-inyeccion; B) segundo dia de prueba: comparacion de la ejecucion motora de los mismos grupos de animales

medida a 0, 9 y 30 minutos post-inyeccion (Figura 22b).
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Figura 22b. Efecto del tratamiento con la fraccion V del veneno del Conus spurius sobre la ejecucion motora de
ratas. Barra blanca : grupo control (vehiculo de inyeccion = DMSO 10%); barra rayada: grupo tratado con la fraccion
V, ambos inyectados |.C.V. Las barras representan la duracion promedio (+ esm) de ensayos consecutivos (3/rata)
de la ejecucion motora del grupo. Se observé una diferencia signiticativa (F (1,8 = 10.53, P< 0.05) en la duracién de
la ejecucion motora del grupo tratado con la fraccion V en comparacion con el grupo control tratado con DMSO 10%

en el segundo dia de prueba , (ANOVA de medidas repetidas de dos vias),

Un grupo de cuatro ratas tratadas intracerebroventricularmente, con la fraccion
denominada 25Sr (6.8 ug en 15 uL de DMSO 10%), no mostraron un cambio o efecto a
dicho tratamiento sobre la ejecucion motora, en comparacién con la duracién de la
ejecucion motora del grupo de animales inyectados i.c.v. con 15 uL de DMSO 10%

(vehiculo de inyeccién) (Figura 23).
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Figura 23. Ejecucion motora de dos grupos de animales: el grupo control (vehiculo de inyeccion = DMSO 10%) y el
grupo tratado con la fraccion 25Sr inyectados I.C.V. A) primer dia de prueba: comparacion de la duracion (latencia)
de la ejecucion motora de los dos grupos de animales, medida a 0, 9, 30 y 120 minutos post-inyeccion; B) segundo
dia de prueba: comparacion de la ejecucion motora de los mismos grupos de animales medida a 0, 9 y 30 minutos
post-inyeccion. Las lineas representan la duracion promedio + esm (3 ensayos consecutivos por animal) de la
ejecucion motora de cada grupo de animales. No se observo diferencia significativa entre grupos, ni tampoco entre

los diferentes tiempos post-inyeccion en cada uno de los dias (ANOVA de medidas repetidas de dos vias).

El tratamiento a cinco ratas con una inyeccion intracerebroventricular de 15 ulL
del péptido | (PIl), a una dosis de 1 nmol disuelto en DMSO al 10% no produjo ningun
cambio estadisticamente diferente de la duracion de su ejecucion motora, en
comparacion con la duracién de la ejecucion motora de seis animales, que recibieron
una inyeccion de 15 puL de DMSO al 10% bajo las mismas condiciones experimentales
(Figura 24).
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Figura 24. Ejecucion motora de dos grupos de animales: el grupo control (vehiculo de inyeccién = SALINA) vy el grupo tratado
con el péptido Pl inyectados I.C.V. A) primer dia de prueba: comparacion de la duracion (latencia) de su ejecucion motora de los
dos grupos de animales, medida a 0,9,30 y 120 minutos post-inyeccion B) segundo dia de prueba: comparacion de la ejecucion
motora de los mismos grupos de animales medida a 0,9 y 30 minutos post-inyeccion. Las lineas representan la duracion
promedio + esm (3 ensayos consecutivos por animal) de la ejecucion motora de cada grupo de animales. No se observo
diferencia significativa entre grupos, ni tampoco entre los diferentes tiempos post-inyeccion en cada uno de los dias (ANOVA de

medidas repetidas de dos vias).

El péptido IIB fue probado a una dosis de 250 pmol (primer dia) y 1.2 nmol
(segundo dia) i.c.v en un grupo de cuatro ratas. Igualmente, se evalud su efecto sobre
la ejecucion motora de los animales, analizando estadisticamente el efecto de dicho
péptido comparando la duracion promedio de la ejecucién motora de este grupo de
ratas con un grupo de cinco ratas inyectadas i.c.v. con 15 uL de solucion salina
(vehiculo de inyeccidn de éste péptido). No se encontraron diferencias significativas en

ninguno de los dos grupos de ratas (Figura 25).
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Figura 25. Ejecucion motora de dos grupos de animales: el grupo control (vehiculo de inyeccion = DMSO 10%) y el

grupo tratado con el péptido I1B, inyectados I.C.V. A) primer dia de prueba: comparacion de la duracion (latencia) de

la ejecucion motora de los dos grupos de animales, medida a 0, 9, 30 y 120 minutos post-inyeccion; B) segundo dia

de prueba: comparacion de la ejecucién motora de los mismos grupos de animales medida a 0, 9 y 30 minutos post-

inyeccion. Las lineas representan la duracion promedio + esm (3 ensayos consecutivos por animal) de la ejecucion

motora de cada grupo de animales. No se observo diferencia significativa entre grupos, ni tampoco entre los

diferentes tiempos post-inyeccion en cada uno de los dias (ANOVA de medidas repetidas de dos vias).
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Se hizo también una comparacion por grupo experimental para determinar si la
ejecucion motora era mejorada por el aprendizaje motriz, es decir, para averiguar si el
aprendizaje estaba enmascarando algun cambio o efecto debido a alguna de las
muestras probadas. El analisis entonces se realizé con respecto al efecto del tiempo
(comparando el dia uno con el dia dos) para evaluar si este influyd en la duracién
promedio de la ejecucion motora de los animales por habituacion a la prueba. Al
comparar el efecto del tiempo en el grupo de cinco ratas después de ser inyectadas
i.c.v., lo que se observo fue una ausencia de diferencias estadisticamente significativas
en dicho grupo (Figura 26).
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Figura 26. Comparacion d e la ejecucion motora del grupo de animales (n=5) inyectados |.C.V. con solucion salina
los dias 1y 2, a0, 9y 30 minutos post-inyeccion. Las barras representan la duracion promedio (£ esm) de ensayos
consecutivos (3/rata) de la ejecucion motora del grupo. No se observo diferencia significativa entre ambos dias, ni

tampoco entre los diferentes tiempos post-inyeccion (ANOVA de medidas repetidas de dos vias).

Asi mismo, al comparar la duracion promedio de la ejecucion motora del dia
uno de un grupo de seis ratas tratadas i.c.v. con DMSO al 10% con la duracién
promedio de la ejecucién motora de este mismo grupo de animales al segundo dia de

tratamiento, no hubo cambio significativo por algun efecto del factor tiempo (Figura 27).
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Figura 27. Comparacion de la ejecucion motora del grupo de animales (n=6) inyectados I.C.V. con DMSO 10 %,. los
dias 1y 2, a 0, 9 y 30 minutos post-inyeccion. Las barras representan la duracion promedio (+ esm) de ensayos
consecutivos (3/rata) de la ejecucion motora del grupo. No se observo diferencia significativa entre ambos dias, ni

tampoco entre los diferentes tiempos post-inyeccion (ANOVA de medidas repetidas de dos vias).

Durante el analisis del tratamiento con la fraccion FV se vio un cambio
significativo (mayor latencia) en la duracidén de la ejecucion motora de los animales
inyectados i.c.v. con dicha fraccion (Figuras 28a y 28b). Este cambio se ve tambien
reflejado al evaluar el papel del tiempo (o dias de tratamiento) en dicho cambio,
observandose una mayor duracién de la ejecucién motora de las ratas al segundo dia

de tratamiento (Figura 28c).
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Figura 28a. Comparacion de la ejecucion motora del grupo de animales (n=4) inyectados I.C.V. con 6.8 ng/15 uL de
la fraccion FV, los dias 1y 2, a0, 9 y 30 minutos post-inyeccion. Las barras representan la duracion promedio (+

esm) de ensayos consecutivos (3/rata) de la ejecucion motora del grupo.
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Figura 28b. Efecto del tiempo sobre la ejecucion motora del grupo de animales (n=4) inyectados I.C.V. con 6.8

1g/15 plL de la fraccion FV. Las barras representan la duracion promedio (+ esm) de ensayos consecutivos (3/rata)
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de la ejecucion motora del grupo al dia 1 y al dia 2 respectivamente. Se observo una diferencia significativa (*) del
dia1aldia2, F 3=224, p<0.05. (ANOVA de medidas repetidas de dos vias).
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Figura 28c. Efecto del tratamiento sobre la ejecucion motora del grupo de animales (n=4) inyectados |.C.V. con 6.8
ng/15 plL de la fracciéﬁ FV. Las barras representan la duracion promedio (+ esm) de ensayos consecutivos (3/rata)
de la ejecucion motora del grupo, a 0, 9, 30 minutos postinyeccion. Se observo una diferencia significativa (*) a los 9,
y 30 minutos en relacion a tiempo cero o valor basal (antes de la inyeccion), Frog = 8.84, p< 0.05. (ANOVA de

medidas repetidas de dos vias, seguido por una prueba post-hoc Student-Newman-Keuls).

Lo anterior corrobora en parte que la habituacion o aprendizaje motriz de los animales
no causa directamente un cambio en la ejecucidon motora de las ratas, pues a excepcion
del efecto observado en las ratas a las que se les administro la fraccion FV, todos los
demas grupos tratados con las diferentes sustancias (como es también el caso de los
cuatro animales inyectados con la fraccion 25Sr) no mostraron cambio alguno en su
ejecucion motora (ni mayor, ni menor duracién) del primer dia con respecto a su

ejecucion motora al segundo dia de tratamiento (Figura 29).
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Figura 29. Comparacion de la ejecucion motora del grupo de animales (n=4) inyectados I.C.V. con 6.8 ng/15 p L

de la fraccion 25Sr, entre el dia 1y 2, a 0, 9 y 30 minutos post-inyeccion. Las barras representan la duracion

promedio (+ esm) de ensayos consecutivos (3frata) de la ejecucion motora del grupo. No se observo diferencia
significativa entre ambos dias, ni tampoco entre los diferentes tiempos post-inyeccion (ANOVA de medidas repetidas

de dos vias).

La Figura 30 muestra de la misma manera que el tiempo o una posible
habituacion a la tarea o ensayo (ejecucion motora) no evocd un cambio significativo en
la duracién y/o latencia promedio de los ensayos, del grupo de ratas tratadas con el
péptido | (PI).
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Figura 30. Comparacion de la ejecucion motora del grupo de animales (n=5) inyectados .C.V. con 1.2 nmol /15 pL
del péptido PI, entre el dia 1y 2, a0, 9 y 30 minutos post-inyeccion. Las barras representan la duracion promedio (+
esm) de ensayos consecutivos (3/rata) de la ejecucion motora del grupo. No se observo diferencia significativa entre

ambos dias, ni tampoco entre los diferentes tiempos post-inyeccion (ANOVA de medidas repetidas de dos vias).

Los animales a los que se les administrd [.C.V. el péptido IIB, tampoco
presentaron una diferencia en su ejecucion motora por efecto del tiempo, al comparar la
duracion promedio de su ejecucion motora al dia uno de tratamiento con su duracion
promedio al segundo dia (Figura 31).
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Figura 31. Comparacion de la ejecucion motora del grupo de animales (n=4) inyectados |.C.V. con 250 pmol/ 15 pL
eneldia1,y1.2nmol /15 ulL dia 2, del péptido IIB, entre el dia 1y 2, a0, 9 y 30 minutos post-inyeccion. Las barras
representan la duracion promedio (+ esm) de ensayos consecutivos (3/rata) de la ejecucion motora (rotacional) del
grupo. No se observé diferencia significativa entre ambos dias, ni tampoco entre los diferentes tiempos post-

inyeccion (ANOVA de medidas repetidas de dos vias).

VI.B. VIA INTRAVENOSA

La fraccion FV fue probada mediante inyecciones intravenosas en ratas
macho evaluando su efecto sobre la duracién de la ejecucion motora después de 9, 30,
60 y 120 minutos de haberlas tratado con 6.8 pg en 15 uL de DMSO al 10% el primer
dia de prueba, y su efecto después de un segundo dia de tratamiento a los 9, 30
minutos post—inyeccion. Igualmente que con las ratas inyectadas i.c.v., estos animales
fueron sometidos a una manipulacion previa a cualquier ensayo para evitar que su
reaccion ante la novedad influyera sobre las posteriores mediciones de su ejecucion;
ademas, se hizo una medicion “basal’ (tiempo 0) una hora antes de la inyeccion, en
cada uno de los dias de tratamiento. Se hizo la comparacion con su grupo control
(animales inyectados con el vehiculo de inyeccién, DMSO al 10%). El analisis indicé la
ausencia de efecto de la inyeccion de la fraccion FV sobre la duracion de la ejecucion
motora del grupo de cuatro ratas tratadas, pues no se observo una diferencia

estadisticamente significativa (Figura 32).
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Figura 32. Ejecucion motora de dos grupos de animales: el grupo control (vehiculo de inyeccion = DMSO 10%) y el
grupo tratado con la fraccion FV inyectados I.V. A) primer dia de prueba: comparacién de la duracion (latencia) de la
ejecucion motora de los dos grupos de animales, medida a 0, 9, 30 y 120 minutos post-inyeccion; B) segundo dia de
prueba: comparacion de la ejecucion motora de los mismos grupos de animales medida a 0, 9 y 30 minutos post-
inyeccion. Las lineas representan la duracion promedio + esm (3 ensayos consecutivos por animal) de la ejecucion
motora de cada grupo de animales. No se observo diferencia significativa entre grupos, ni tampoco entre los

diferentes tiempos post-inyeccion en cada uno de los dias (ANOVA de medidas repetidas de dos vias).

Se realizé también una comparacion del grupo de animales inyectados con el
vehiculo (DMSO 10%), con un grupo de animales inyectados con solucion salina (NaCl
0.9%), sin observar una diferencia significativa; esto se hizo para observar si las
condiciones experimentales (administracion en la cola de los animales) estuvieran
teniendo un efecto (Figura 33a). Se observd una diferencia significativa en el grupo
tratado con DMSO 10% (Figura 33b).
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Figura 33a. Ejecucion motora de dos grupos de animales: el grupo control (vehiculo de inyeccion = DMSO 10%) y el
grupo tratado con solucién salina, inyectados I.V. A) primer dia de prueba: comparacion de la duracion (latencia) de
la ejecucion motora de los dos grupos de animales, medida a 0, 9, 30 y 120 minutos post-inyeccion; B) segundo dia
de prueba: comparacion de la ejecucion motora de los mismos grupos de animales medida a 0, 9 y 30 minutos post-
inyeccion. Las lineas representan la duracion promedio + esm (3 ensayos consecutivos por animal) de la ejecucion
motora de cada grupo de animales. No se observo diferencia significativa entre grupos, en ninguno de los dias.
(ANOVA de medidas repetidas de dos vias).
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Figura 33b. Efecto del tratamiento sobre la ejecucion motora de ratas inyectadas I.V. con DMSO al 10%. Las barras
representan la duracion promedio + esm (3 ensayos consecutivos por animal) de la ejecucion motora del grupo de
animales. Se observo una diferencia significativa a los 30 min post-inyeccion en el dia 2 con respecto a la ejecucion
motora basal o tiempo 0 (F3¢ = 4.7, P< 0.05) (ANOVA de medidas repetidas de dos vias, seguido por una prueba

post-hoc de Student-Newman-Keuls).
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Se hizo un analisis comparativo, por grupo experimental, para determinar si
habia un efecto del tiempo (si la ejecucion motora era mejorada por el aprendizaje
motriz) y descartar que el aprendizaje estuviera enmascarando algun efecto de las
sustancias administradas por esta via (Figura 34a). Se observé una diferencia
significativa de tiempo post-inyeccion en la duracion de la ejecucion motora del grupo

de ratas tratadas con la fracciéon FV (Figura 34b).
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Figura 34a. Comparacion de la ejecucion motora del grupo de animales inyectados |.V. con 6.8 pg/15 plL de la
fraccion FV, entre el dia 1y 2. Las barras representan la duracion promedio (+ esm) de ensayos consecutivos
(3lrata) de la ejecucion motora (rotacional) del grupo. No se observé diferencia significativa entre ambos dias.

(ANOVA de medidas repetidas de dos vias).
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Figura 34b. Efecto del fratamiento con la fraccion V del veneno de Conus spurius sobre la ejecucion motora del
grupo de animales inyectados |.V. con 6.8 ng/15 pL de la fraccion FV. Las barras representan la duracion promedio
(+ esm) de ensayos consecutivos (3/rata) de la ejecucion motora (rotacional) del grupo. Se observo una diferencia
significativa de tiempo 9 y 30 minutos post-inyeccion con respecto al tiempo 0 6 basal, Fi2¢y= 11.7, p< 0.05. (ANOVA
de medidas repetidas de dos vias seguido por una prueba post-hoc Student-Newman-Keuls).

En el caso del grupo inyectado con DMSO al 10%, igualmente, se observo un
cambio significativo al comparar |la duracién promedio de la ejecucion de este grupo de

ratas al dia uno contra el dia dos de tratamiento (Figuras 35a y 35b).
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Figura 35a. Comparacion de la ejecucién motora del grupo de animales inyectados I.V. con el vehiculo de inyeccion
(DMSQ al 10%), entre el dia 1y 2. Las barras representan la duracion promedio (+ esm) de ensayos consecutivos
(3frata) de la ejecucion motora del grupo. No se observo diferencia significativa entre ambos dias. ANOVA de

medidas repetidas de dos vias).
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Figura 35b. Efecto del tratamiento con DMSO al 10% sobre la ejecucion motora del grupo de animales inyectados
V. a 0, 9 y 30 minutos post-inyeccion. Las barras representan la duracion promedio (+ esm) de ensayos
consecutivos (3/rata) de la ejecucion motora del grupo. Se observo una diferencia significativa de tiempo 9 y 30
minutos post-inyeccion con respecto al tiempo 0 6 basal, F2,15 = 6.6, p< 0.06 (ANOVA de medidas repetidas de dos

via seguido por una prueba post-hoc Student-Newman-Keuls).
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En el grupo de ratas inyectadas con solucién salina via i.v., la diferencia en la
duracion promedio de su ejecucion motora entre el primer y segundo dia de tratamiento
no llegd a ser significativa; no obstante, se not6 la misma tendencia de mayor duracion
en la ejecucion motora de este grupo de animales en el segundo dia con respecto a su
ejecucion en el dia uno (Figura 36). Lo que sugiere que el efecto de mejoramiento en la
ejecucion motora de estos grupos de animales se deba al entrenamiento (dias de
ensayo), que deja la evidente importancia de llevar a los animales a una ejecucion
motora estable, para descartar el efecto de entrenamiento ya que esto mismo, no se

observd con los animales inyectados I.C.V.
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Figura 36. Comparacion de la ejecucion motora del grupo de animales inyectados I.V. con solucion salina los dias 1
y 2, a0, 9y 30 minutos post-inyeccion. Las barras representan la duracion promedio (+ esm) de ensayos
consecutivos (3/rata) de la ejecucion motora del grupo. No se observo diferencia significativa entre ambos dias, ni

tampoco entre los diferentes tiempos post-inyeccion (ANOVA de medidas repetidas de dos vias).
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DISCUSION

Los caracoles marinos venenosos del género Conus pertenecen a la familia
Conidae y son clasificados ecolégicamente de acuerdo a su tipo de alimentaciéon en
piscivoros (peces), molusquicivoros (moluscos, incluso otros conos) y vermivoros
(gusanos) (Kohn et al., 1975). Las primeras evidencias de la existencia de multiples
componentes toxicos en el extracto crudo de los venenos, son: 1) la obtenida mediante
los estudios con los extractos de veneno de varias especies de Conus, piscivoros,
molusquivoros y vermivoros en los cuales se observd un complejo cuadro
farmacoldgico en ratones, peces y poliquetos, que sugeria la presencia de mas de una
sustancia activa (Endean et al., 1963), y 2) los estudios electrofisiolégicos del efecto del
veneno de Conus magus sobre la contraccién de los musculos esquelético y liso de

ratén y/o musculatura cardiaca de rana (Endean et al., 1965).

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

Las conotoxinas son péptidos biolégicamente activos (antagonismo competitivo o
no competitivo, agonismo, bloqueadores o inactivadores) sobre canales ionicos
dependientes de voltaje, canales idnicos activados por ligando, receptores asociados a
proteinas G, y transportadores de neurotransmisores. Cada conopéptido parece unirse
especificamente a un subtipo de receptor macromolecular, interfiriendo sobre sus
actividades normales. Tipicamente, las conotoxinas son péptidos pequefos (contienen
en su mayoria 11-30 residuos de aminoacidos) y con un alto porcentaje de residuos de
cisteinas conservados, los cuales forman 2-4 puentes disulfuro.

En este trabajo se aislaron y purificaron cuatro péptidos con caracteristicas
estructurales de T conotoxinas, a partir del extracto crudo del veneno de la especie
Conus spurius (especie vermivora); tres de ellas son altamente hidrofébicas (PI, PII,
PIIl) y una es hidrofilica PIIB, de acuerdo a sus tiempos de elucién en cromatografia (%
de la fase movil, o solucion B) en fase inversa (Figura 3). Al comparar las secuencias
obtenidas de las cuatro conotoxinas se observa que las conotoxinas PI, Pll y PlIl son

practicamente idénticas con respecto a su estructura primaria, siendo la Plll diferente
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solo por el contenido de un residuo de leucina (L) adicional en su secuencia (Tabla 4).
El residuo que faltaba confirmar en la secuencia del péptido PIIB resulté ser el que se
pensaba (arginina) de acuerdo a la masa determinada experimentalmente y a la
secuencia que se conocia; este aminoacido tiene una cadena lateral ionizable que
contribuye a la hidrofilicidad global del péptido. Los datos bioquimicos muestran
también que las cuatro comparten un patrén de residuos de cisteinas definido como dos
pares de cisteinas adyacentes separados por cinco residuos (Tabla 6). Este patron ha
sido encontrado en las recién caracterizadas conotoxinas T aisladas de varias especies
de Conus de los tres tipos de alimentacion antes mencionados (Rigby et al,, 1999;
Walker et al., 1999). Otras caracteristicas estructurales de las conotoxinas T son su
numero de aminoacidos, que varia entre 10 y 17 residuos, y la firma de 5 residuos
(excepto para la conotoxina tx5a/e-TxIX) entre sus dos pares de cisteinas (Walker ef al.,
1999). A este respecto las T conotoxinas putativas estudiadas aqui cumplen con este
rasgo estructural ademas de contener 13-14 aminoacidos; cabe mencionar que las
estructuras primarias de las conotoxinas PIIB y Plll fueron caracterizadas en la totalidad
mediante el analisis de la composicion de aminoacidos (Tabla 4). Asi, los péptidos
caracterizados en este trabajo han agregado cuatro miembros a la lista de conotoxinas
T del tipo T-1 (Olivera, 2002) aisladas de venenos; anteriormente se habian aislado
cuatro (tx5a, p5a, auba y aubb). Ademas, C. spurius es la segunda especie vermivora
de la que se sabe que produce conotoxinas T-1; la primera era C. imperialis. Los
péptidos PI, Pll y PIll son las conotoxinas T-1 mas hidrofébicas conocidas hasta la
fecha. Sus secuencias de aminoacidos estan compuestas predominantemente de
residuos no polares, con sélo dos residuos polares no cargados y una carga neta
tedrica de (+1) a pH neutro. A pesar de algunas conotoxinas T-1 tienen igual carga neta
en las mismas condiciones, todas ellas tienen de tres a cinco grupos ionizables; en los
casos de los péptidos PI, Pll y PlIl, el unico grupo cargado se encuentra en el extremo
amino de cada uno.

La alta afinidad y especificidad de los conopéptidos es dependiente de sus
conformaciones altamente restringidas y relativamente rigidas; en la mayoria de los
conopéptidos, los residuos de cisteinas, los cuales estan involucrados en formacion de

multiples puentes disulfuro, constituyen del 20-50 % del total de aminoacidos de cada
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peptido (Olivera et al., 1990). Debido a su tamario, se esperaria que los conopéptidos
normalmente no tuvieran una conformacion especifica, sino que se equilibraran entre
muchas conformaciones alternativas en condiciones fisiolégicas; se sabe que,
usualmente, se necesitan cerca de 50 aminoacidos para que un polipéptido asuma una
conformacion especifica. La suma de fuerzas no covalentes (puentes de hidrégeno,
fuerzas de Van Der Waals, enlaces idnicos, interacciones hidrofobicas) son insuficientes
para establecer en un péptido pequeno una unica conformacion, pero en la mayoria de
los conopéptidos las uniones covalentes establecidas por los puentes disulfuro son los
que presumiblemente estabilizan |la conformacion biolégicamente activa. Los puentes
disulfuro formados entre los residuos de cisteinas juega un papel clave en la estabilidad
molecular al imponer un doblamiento definido a cada péptido con una orientacion
especifica de sus regiones hipervariables o regiones intercisteinas en las cuales son
diferentes en numero y tipo de aminoacidos de una a otra conotoxina (lazos o “loops”).

En este trabajo se ha elucidado el arreglo de los puentes disulfuro de las
conotoxinas PI, Pll y PIIl (Figuras 14, 16 y 18) siendo esta conectividad I- Ill, II-IV, en
los tres casos. Esta es otra caracteristica que comparten también con las conotoxinas
T-1 ya mencionadas (Rigby et al., 1999; Walker et al., 1999). Dado que Pl y PlIl tienen el
mismo arreglo de puentes disulfuro (I-ll, II-IV), surge la posibilidad de un D-aminoacido
como diferencia entre Pl y PII.

Inesperadamente, la notable hidrofobicidad de los péptidos PI, PIl y PlII reveld
algunos aspectos del plegamiento y las caracteristicas de superficie de las moléculas.
En los tres casos, al determinar los puentes disulfuro, la ausencia de derivados
alquilados en las posiciones 6 y 13, durante la fase de reduccion parcial y alquilacion
con NEM, indica que el puente disulfuro formado por dichos residuos (lI-1V) no esta
expuesto en la superficie de la molécula nativa, sino probablemente oculto por el
segmento hidrofébico N-terminal formado por los residuos (IINW). Sélo hasta que el
puente |-l es reducido y las cisteinas 5 y 12 son alquiladas, la estructura se abre lo
suficiente para permitir que la molécula voluminosa y cargada (al pH de la reduccion
total) del TCEP alcance y reduzca al puente II-IV. En los casos de Pl y PlI, la presencia
de derivados marcados con NEM sélo en la posicion 5 sugiere que poco después de la

reduccion del puente I-lll la cisteina en la posicion 12 se oculta en la region hidrofdbica,
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donde no es accesible a las moléculas polares de la NEM. Se podria especular que la
hidrofobicidad alta de los péptidos PI, Pll y Plll podria tener implicaciones en el modo
de unién a sus todavia desconocidos blancos moleculares.

La presencia de mas de una conotoxina con caracteristicas estructurales
similares en el veneno de una especie en particular es frecuente (Jiménez et al., 2003);
un ejemplo es el de las ya bien conocidas o conotoxinas, de las que se pueden
encontrar seis o mas clases (Mclintosh ef al.,, 2001). Esta situacion también ocurre con
los péptidos de la superfamilia T, tanto con las conotoxinas T-1 como con las T-2. En el
caso de las primeras, En el veneno de la especie Conus spurius hemos encontrado tres
T conotoxinas muy similares, PI, Pll y PIIl. Su caracterizacion indica que Pl y Pl tienen
secuencias idénticas y que PIIl solo difiere de las otras dos por un residuo adicional de
leucina. Es posible de que éstas como otras conotoxinas que han sido caracterizadas
biolégicamente compartan subtipos de un mismo blanco molecular, como en el caso de

las pertenecientes a la nueva superfamilia | (Jiménez et al., 2003)

Hasta el momento podemos concluir que las conotoxinas Pl, Pll, Plll y PIIB
pertenecen a la superfamilia T, ya que tienen varias caracteristicas de las T
conotoxinas: el patron de cisteinas, el espaciamiento entre los pares de cisteinas, y el
arreglo de los puentes disulfuro. La Tabla 7 muestra la comparacion de las estructuras
primarias de las conotoxinas PI, PIl, Plll y PIIB con las de tres T conotoxinas

recientemente caracterizadas tanto estructuralmente como biolégicamente.
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Secuencia Actividad biolégica Referencia

tx5a: yCCyDGW”CCT AAO Ratones: Hiperactividad; Walker et al., 1999
movimientos espasmédicos durante
dos horas.

Pez Beta: Supresion del
desplegamiento de la aleta en una
situacion de pelea.

e-TxIX: YCCq{DGW”CCT&AAO Ratones: Tremores y caminar|Rigby et al., 1999
espasmadico

Sinapsis colinérgica de Aplysia:
Disminuciéon  selectiva de |la
liberacion de acetilcolina; reduccion
del flujo presinaptico de Ca'", de
una forma lenta y reversible

p5a: GCCPKQMRCCTL* Ratones: No hay efectos Walker et al., 1999

auba: FCCPFIRYCCW Pez Beta: Supresion del
desplegamiento de la aleta en una

situacién de pelea

Pl: IINWCCLIFYQcc* Ratones: Hiperactividad Maillo, 2001

Ratas: no efecto Este trabajo
PIl: IINWCCLIFYQcCC* No determinado Este trabajo
PIIl: INWCCLIFYQCCL* No determinado Este trabajo
PlIB: AGCCPRFYYCCLR* Ratas: no efecto Este trabajo

Tabla 7. Secuencias completas de los péptidos o conotoxinas PI, Pll, Plll y PIIB alineadas con tres conotoxinas T ya
caracterizadas. Se mencionan los cambios biolégicos provocados en ratones y peces, inyectados por via intracerebroventricular
e intramuscular, respectivamente. Las dosis empleadas en ratones de menos de dos semanas fueron: tx5a, 0.5 nmoles; p5a,
100 nmoles; auba, 5 nmoles; e-TxIX, 0.3-100 pg. En un ensayo electrofisiologico con una sinapsis colinérgica identificada en el

ganglio bucal de A. californica, e-TxIX se us6 una concentracion de 30 uM.
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CARACTERIZACION BIOLOGICA

Varios de los péptidos o conotoxinas que han llegado a ser usados como
herramientas farmacolégicas importantes en el campo de las neurociencias fueron
originalmente aislados con base en las inusuales sintomatologias conductuales
provocadas por la inyeccion de estos péptidos en el sistema nervioso central,
principalmente en ratones. Algunos de los cambios conductuales observados en estos
animales son hiperactividad, paralisis, convulsiones, movimientos circulares, etc.
(Olivera et al.,, 1999). Los venenos de los Conus piscivoros fueron los primeros en ser
estudiados y hasta la fecha son los mas 'ampliamente conocidos; contienen las primeras
conotoxinas caracterizadas molecularmente, de las que se sabe que actian como
antagonistas competitivos de receptores a acetilcolina en la uniéon neuromuscular
(elucidacion de sus blancos); subsecuentemente fueron descubiertas las conotoxinas
con efecto sobre canales de Ca*™ dependientes de voltaje, canales de Na®, canales de
K", receptores a serotonina (5-HT3), receptores a NMDA, receptores a vasopresina y
neurotensina (Harvey et al.,, 2001). No obstante se han encontrado también conotoxinas
producidas por Conus cuya alimentacién consta de gusanos (poliquetos, generalmente),
con efectos en blancos moleculares de sistemas de vertebrados del tipo de los antes
mencionados, como es el caso de conopresinas producidas por la especie Conus
imperialis (Nielsen et al., 1994, Mcintosh ef al.,, 1993, 1994).

En el caso de las conotoxinas T-1 de especies no piscivoras también se han
reportado efectos en vertebrados: una conotoxina T-1 hidrofilica (tx5a/e-TxIX) de Conus
textile (molusquivoro) tiene efectos motores (hiperactividad, espasticidad) en ratones
(Walker et al., 1999; Rigby et al., 1999), mientras que el péptido hidrofébico Pl de C.
spurius (vermivoro) produce hiperactividad en dichos roedores (Maillo, 2001). También
existia el antecedente de que una conotoxina T-2 (mr10a) tiene efectos analgésicos en
ratones (Mcintosh et al., 2000). Por lo tanto, se decidid caracterizar a las conotoxinas T-
1 de C. spurius en un organismo similar (ratas). Ademas de ser un sistema a partir del
cual se pueden hacer (en principio y con las precauciones pertinentes) extrapolaciones
a otros mamiferos, las ratas tienen la ventaja de que la evaluacion de sustancias en su

sistema nervioso es regularmente practica; esto deriva de que los efectos se pueden
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medir en primera instancia por medio de los cambios conductuales evidentes ya
mencionados antes.

Esta estrategia permitiria, en principio, abordar el comienzo de la caracterizacién
bioldgica de los péptidos de C. spurius, y al mismo tiempo tener una idea de su utilidad
potencial. Decidimos no estudiar la actividad en las presas naturales (poliquetos) de C.
spurius ya que, ademas de que son muy dificiles de conseguir, una actividad en ellas no
seria un indicio tan directo de su posible utilidad.

De las cuatro conotoxinas T-1 caracterizadas hasta el momento, se decidio iniciar
la evaluacion bioldgica de los péptidos Pl y PIIB, por ser los mas abundantes. Ademas,
era de interés comparar los posibles efectos de una conotoxina hidrofilica (P1IB) con los
de una hidrofébica (PI).

Para explorar la utilidad potencial de este bioensayo, decidimos analizar primero
el efecto de una fraccion hidrofébica (fraccion V) del mismo veneno. Aunque no se
observé un cambio muy marcado a consecuencia de la inyeccién de la fraccion V, se
vio un efecto discreto en la duracion de la ejecucion motora de los animales tratados.
Esta evaluacion fue repetida con otra fraccion (25Sr) teéricamente equivalente a la
fraccion V, a la misma dosis; la idea era aumentar el numero de experimentos y tener
un resultado mas significativo estadisticamente. Sin embargo, en esta ocasién, los
resultados fueron claramente negativos. Una explicacion posible para esta diferencia es
que, a pesar de ser en teoria cromatograficamente equivalentes, pudo haber una
diferencia entre las fracciones V y 25Sr como resultado de provenir de dos lotes
distintos de conductos venenosos.

A pesar del antecedente de que algunas conotoxinas (mr10a) de la superfamilia
T tienen efectos analgésicos en roedores (ratones; Mcintosh et al., 2000), la evaluacion
del efecto del péptido purificado Pl (182 y 336 pmol/17 ulL) de Conus spurius sobre el
umbral al dolor por presién en la rata no dio resultados significativos estadisticamente.
Este resultado no seria del todo inesperado, considerando que la toxina mr10a, si bien
pertenece a la superfamilia T, es del tipo T-2. Ademas, la dosis mas baja de mr10a que
produjo un efecto significativo fue tres veces mayor a la dosis mas alta de Pl empleada.
Cabe mencionar que al momento de hacer estos experimentos no se disponia de una
cantidad elevada de Pl. La sintesis de Pl en cantidad suficiente permitiria repetir las
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evaluaciones de efecto sobre el umbral al dolor por presion con mayores dosis, y asi
poder determinar con certeza si Pl tiene o no efectos analgésicos en la rata.

Dados los antecedentes mencionados anteriormente de conotoxinas T-1 (tx5a/e-
TxIX) con efectos "motores" en roedores (Walker et al., 1999; Rigby et al., 1999),
parecia conveniente evaluar los péptidos de C. spurius poniendo a prueba su efecto
sobre la coordinacion motora de ratas, en un cilindro giratorio (ver Material y Métodos).
Por las razones ya mencionadas, se decidio evaluar los péptidos Pl y PIIB. A pesar de
que Pl tuvo efectos "motores" en ratones (Maillo, 2001), las evaluaciones de los
péptidos Pl y PIIB, no mostraron un efecto o cambio significativo producido por alguno
de los dos péptidos purificados inyectados.

Existe |la hipétesis de que la produccion de los componentes del veneno de los
Conus depende de cierta manera de la especificidad de su alimentacion (Fainzilber et
al., 1991). De hecho, estudios farmacoldgicos de los venenos de mas de cuarenta
especies de Conus indicaron que soélo las especies piscivoras tienen un efecto de
paralisis exclusivo en ratones y no en moluscos y poliquetos (otros de los bioensayos
utilizados) (Endean and Rudkin, 1963). Los venenos de especies vermivoras tuvieron
efecto sobre la coordinacion de los movimientos en poliquetos; inmediatamente
después de la inyeccion, los gusanos se retorcian y sus movimientos con el tiempo se
hicieron muy lentos, hasta llegar a la ausencia de respuesta ante una estimulacion; 24
horas despueés, los gusanos habian muerto aparentemente. Al probar dichos venenos
sobre moluscos, éstos no fueron paralizados; una explicacion posible es que los
venenos son también utilizados como defensa contra otros moluscos (predadores), que
en este caso no son las presas naturales de los Conus vermivoros. También
observaron que sélo tres de las siete especies vermivoras paralizaron a anélidos de la
especie Phyllodoce malmgremi, lo que sugiriere que ciertas especies de Conus
vermivoras son toxicas en especies especificas de poliquetos.

Una posible explicacion de los resultados negativos obtenidos en las
evaluaciones de los péptidos Pl y PIIB podria ser que estas conotoxinas no tengan
blancos en este sistema bioldgico, por no ser parecidos a los receptores en sus presas
naturales; esta explicacion concuerda con la hipétesis de Fainzilber et al. (1991),

mencionada antes. Otra evidencia que apoya dicha hipotesis son los resultados de
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estudios bioldgicos de conotoxinas de Conus molusquicivoros (probadas en moluscos,
insectos y peces) que mostraron la especificidad y alta afinidad hacia sus receptores
selectivamente en moluscos (Fainzilber et al, 1991; Fainzilber and Zlotkin 1992:
Hasson et al., 1995). Por otra parte, se sabe que para un bloqueo completo de la
entrada de sodio en neuronas de Aplysia, un molusco nudibranquio, se requiere una
concentracion de tetrodotoxina mucho mayor (0.2 mM) que la necesaria para ver este
mismo efecto sobre mamiferos (Byrne, 1980).

Otro aspecto a considerar es que la diversidad de las conotoxinas no sélo esta
dada entre superfamilias y familias de estos péptidos, sino que también esta
determinada por una excepcional variedad conferida por las caracteristicas
estructurales tridimensionales de las conotoxinas de cada familia (Conticello et al.,
2001; Duda and Palumbi, 2000; Olivera et al., 1999, Woodward et al, 1990). La
importancia de la relacion estructura-actividad, es decir la especificidad de las
conotoxinas, es posible relacionarla con los datos obtenidos por Walker et al. (1999)
con ensayos biologicos de conotoxinas T (a cuya familia, sabemos ahora, pertenecen
las conotoxinas caracterizadas en este estudio). Los resultados fueron los siguientes:
de las conotoxinas aisladas de Conus molusquicivoros (tx5a y au5a) y piscivoros (p5a)
evaluadas en ratones y peces, solo la tx5a (denominada e-TxIX por Rigby ef al., 1999),
la cual tiene un gran numero de las modificaciones postraduccionales (Tabla 3)
observadas dentro de las conotoxinas (Craig et al., 1999), tuvo efecto tanto en ratones
como en peces, mientras que las otras dos solo tuvieron actividad en peces.

Al comparar las conotoxinas valoradas biolégicamente en este estudio con otras
T conotoxinas se observa que PIIB y Pl son mas parecidas (por la ausencia de
modificaciones postraduccionales y la conservacion de 7 residuos incluyendo a los
residuos de cisteina) a las conotoxinas que sélo tuvieron efecto en sus presas naturales
(Tabla 7). Por lo tanto, se puede especular sobre la ausencia de efecto de nuestras
conotoxinas; aunque comparten algunas caracteristicas estructurales (espaciamiento
entre los pares de cisteinas y puentes disulfuro) con las conotoxinas de la superfamilia
T, por sus caracteristicas estructurales particulares (secuencia), las toxinas PIIB y Pl
pudieran tener efecto solo en sus presas naturales, y no en ratas. Algunos estudios con
conopéptidos aislados soportan el cuadro de la especificidad filogénetica del veneno de
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los Conus; un conopéptido del veneno de una especie particular es generalmente
especifico sobre blancos en el Phylum al cual sus presas pertenecen. Por ejemplo, las
a conotoxinas Gl y MI, de C. geographus y C. magus, respectivamente, son
generalmente activos sobre sistemas de vertebrados; influyen en la funcion de
receptores nicotinicos a acetilcolina, no sélo en peces sino también en otros sistemas
de probados (mamiferos). En contraste, la oo conotoxina Sl parece ser filogenéticamente
mas restringida en su actividad biologica: este péptido puede inhibir receptores
nicotinicos acetilcolinérgicos en peces y en elasmobranquios (torpedo), pero su
actividad en sistemas de mamiferos es de un orden de magnitud menor. Aunque las
secuencias son no muy diferentes, hay una diferencia extraordinaria en la conformacion
de estos péptidos (Pardi ef al., 1989). Variaciones considerables en la actividad de
o conotoxinas en diferentes sistemas de vertebrados han sido también observadas
(Ramilo et al., 1992).

Otro ejemplo de la importancia de la estructura tridimensional de las conotoxinas
en |la determinacion de su especificidad esta dado por el papel de la hipervariabilidad de
las regiones intercisteinas en la actividad de ciertas conotoxinas. Este se manifiesta en
la alta diversidad que han alcanzado los Conus en sus toxinas, con tan sélo la variacion
del uso de andamios estructurales de 2 o 3 tres lazos o “loops” generados por la
conectividad entre cisteinas. En los lazos, las cadenas laterales de sus residuos de
aminoacidos hipervariados actuan como grupos funcionales que influyen en su
selectividad hacia distintos subtipos de receptores (Craik and Dutton, - 2001).
Experimentalmente, se ha observado que la sustitucion de un uUnico residuo en estos
andamios es suficiente para alterar, en dos ordenes de magnitud, su perfil de
selectividad para un suptipo dado de receptor (Luo ef al., 1999). Otro ejemplo, son las
contribuciones de varios grupos funcionales sobre el “farmacoforo” de la @ conotoxina
GVIA la cual bloquea a canales de calcio tipo N. Estas contribuciones han sido
investigadas haciendo estudios estructurales y estudios de funcionalidad in vitro de
analogos con sustitucion de uno o dos posiciones con aminoacidos no nativos; una
quimera con dos sustituciones de las o conotoxinas GVIA y MVIIA fue mas potente que
cualquier molécula nativa GVIA o MVIIA). Estos resultados sefalan la importancia del

estudio estricto de la complejidad estructural de los conopéptidos en el diseno futuro de
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analogos (péptidos truncados y péptidomimeéticos) (Flinn et al., 1999a). Con analogos
de la conotoxina GVIA con la eliminacion del puente disulfuro entre la Cys-15 y la Cys-
26 (por la sustitucion de estos residuos por serinas) se encontré que dicho enlace es
esencial para la estabilidad de su estructura tridimensional y para su actividad
bloqueadora sobre la funcién de los canales de calcio (Flinn et al., 1999Db).

Aunque se ha mostrado la alta afinidad y selectividad general de las conotoxinas,
no se puede descartar que la ausencia de efecto de los péptidos PIIB y Pl se haya
debido a las concentraciones usadas. Un ejemplo claro es la conotoxina-GVIA que
bloquea canales de Ca*™" dependientes de voltaje (Olivera et al., 1990) con una Ky en el
rango de 10 a 500 pM en vertebrados (McCleskey et al., 1987); esta sugerencia es
también apoyada por las dosis similares usadas en bioensayos de otras conotoxinas
probadas por inyecciones intracerebroventriculares en ratas y ratones con las que si se
observo efecto o actividad (Olivera et al.,, 1990, Fu et al., 1999, Bush et al., 2000).

Hasta este momento no descartamos la posibilidad de que las T conotoxinas
PIIB y Pl de C. spurius presenten blancos en sistemas de mamiferos; probablemente
otras técnicas mas sensibles y especificas como la unién especifica (“binding”) o la
electrofisiologia nos permitan reconocer algun blanco en sistemas biolégicos diferentes
a sus presas naturales. Hay evidencia de que ciertas conotoxinas especificas hacia sus
receptores naturales muestran también union especifica, pero de manera silenciosa o
sin actividad, en blancos homologos de ratas (Schinchor et al.,, 1996). También podria
ser conveniente hacer ensayos bioldégicos en las presas naturales, por la alta
especificidad que los Conus llegan a tener por ellas, y por lo tanto por los tipos de
receptores en éstas.

La purificacion y caracterizacion estructural de los péptidos estudiados fue
importantemente complementada por la valoraciéon de su actividad biologica (sobre el
umbral al dolor por presion y sobre la coordinacion motora rotacional) a través de la
administracion de éstos y de algunas fracciones del veneno de C. spurius por
diferentes vias de administracion como la intramuscular (datos no reportados), la
intracerebroventricular, la intravenosa y la intratecal. Sin embargo, en términos
farmacoldgicos no se pudo realizar un ensayo de dosis respuesta por la escasez de los

péptidos puros; este problema puede solucionarse generalmente mediante la sintesis
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de los compuestos. No obstante, cabe resaltar que si bien no se obtuvieron datos
significativos con respecto a la caracterizacion biolégica, la importancia de la
metodologia utilizada para dichos bioensayos es ampliablemente reconocida para el
estudio de sustancias con tan alto potencial farmacoldgico.

Las conotoxinas son moléculas que presentan una extrema hipervariabilidad de
secuencias. Incluso entre toxinas homologas de diferentes especies de Conus (Olivera
et al,, 1991) diversas secuencias pueden ser encontradas donde todos los péptidos
tiene el mismo blanco en su presa (es decir, inactivan un receptor o canal especifico).
Cuando estas secuencias divergentes de conotoxinas homoélogas son probadas en
sistemas nerviosos tan complejos como el cerebro de los mamiferos alguno de los
conopéptidos con frecuencia exhibe algo distinto en su actividad de unién especifica.

Por lo tanto, la caracterizacion, tanto estructural como bioldgica, de las
conotoxinas es critica para poder usarlas como herramientas moleculares en el
descubrimiento de variantes de ciertos tipos de receptores en los diferentes Phyla.
También es fundamental para usarlas como base para el disefio de farmacos; esto
ultimo puede hacerse a partir del estudio valorativo del funcionamiento del sistema
nervioso en mamiferos y los efectos téxicos de moléculas exdgenas (toxinas) que

mimetizan la funcion de moléculas endogenas.
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CONCLUSIONES

1.- Se determinaron las estructuras primarias completas de cuatro T conotoxinas,
PIIB, PI, PIl y Plll, con la corroboracion del arreglo de sus cuatro cisteinas. Se encontro
que la conotoxina PIII tiene una leucina mas en su secuencia, con respecto a sus

homologos Pl y PII, y que la conotoxina PIIB tiene una arginina en su extremo carboxilo.

2.- Se determinaron los puentes disulfuro de las T conotoxinas hidrofébicas, P,
PIl y Pl (I-111, 1I-IV, en los tres casos). Se encontro que el enlace entre la Cys-ll y la

Cys-IV no se encuentra expuesto en la superficie molecular de ninguna de los péptidos.

3.- No se encontré efecto de la conotoxina Pl sobre el umbral al dolor por

presion en la rata.

4.- No se encontro efecto de las conotoxinas PIIB y Pl sobre la coordinacion

motora rotacional de |la rata.

5.- Se encontré un efecto discreto de la fraccion V sobre la duraciéon en la

ejecucion motora de la rata.
6.- Se pusieron las bases para sintetizar los péptidos PI, Pll, PIll y PIIB en

cantidades suficientes para realizar los estudios farmacoldgicos necesarios para

identificar su tipo y subtipo de blanco molecular.
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