UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA @..

DE MEXICO

Instituto de Ciencias

del Mar y Limnologia
UNAM

FACULTAD DE CIENCIAS

BIOENSAYO PARA LA EVALUACION DE LA
KAPPA-CONOTOXINA PVIIA EN LARVAS
DE LA CEPA HIPERKINETIC (Hk) DE
Drosophila melanogaster.

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGA
PRESENTA:

HAYDEE BARRON MORALES

DIRECTOR DE TESIS:
DR. JOSE ESTUARDO LOPEZ VERA

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX., 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



HOJA DE DATOS DEL JURADO

Datos del alumno:
Barron
Morales
Haydee
Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Ciencias
Biologia
307114572

Datos del tutor:
Dr.
José Estuardo
Lépez
Vera

Datos del sinodal 1:
Dra.
Patricia
Ramos
Morales

Datos del sinodal 2:
Dra.
Fabiola
Hernandez
Véazquez

Datos del sinodal 3:
Dr.
Miguel Angel
Torres
Martinez

Datos del sinodal 4:
M. en C.
Maria Mildred Tzitzitlini
Alejandre
Garcia

Datos del trabajo escrito:
Bioensayo para la evaluacién de la kappa-Conotoxina PVIIA en larvas de la cepa
Hiperkinetic (Hk) de Drosophila melanogaster.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Estuardo Lopez Vera, por brindarme un espacio en su equipo de trabajo y por
permitirme aprender sobre las conotoxinas. Agradezco su disposicion e interés en el
presente proyecto, asi como por la gran paciencia y asesoria durante la realizacion del

mismo.

Al M. en C. Luis Angel Martinez, por el tiempo brindado para realizar las valiosas
observaciones y sugerencias dirigidas a este trabajo, por compartir su conocimiento.
Especialmente agradezco por su actitud honesta y comentarios, asi como por el apoyo y

asesoria durante el proceso de este proyecto. jCrmacu6o!
A los miembros del Jurado:

Dra. Patricia Ramos Morales

Dra. Fabiola Hernandez Vazquez

Dr. José Estuardo Lopez Vera

Dr. Miguel Angel Torres Martinez

M. en C. Maria Mildred Tzitzitlini Alejandre Garcia

Por la amable disposicion a formar parte del jurado, por dedicar parte importante de su
tiempo en la revision y correccion de esta tesis. Agradezco sus acertadas observaciones y

recomendaciones, las cuales enriquecieron este trabajo.

Al Dr. Adolfo Gracia, la Dra. Ana Rosa Vazquez y el Dr. Estuardo Lopez por la
oportunidad y la confianza otorgada para participar en el COBERPES 5 y 9, una hermosa

experiencia que contribuy6 a mi formacion profesional y personal.



A la M. en C. Ximena Rodriguez, por explicarme que en el mundo de los suefios uno forja

su destino. Quiero agradecer por su amistad y todo el apoyo brindado.

A los integrantes y compafieros de trabajo en el laboratorio de Toxinologia Marina, por la
constante motivacion y consejos, por las conversaciones y los momentos compartidos:
Ximena, Elba, Angeélica, Brenda, Minerva, Marcelo y Luis; muchas gracias por su carifio y

amistad.
A la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM)

Al Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia (ICML)



DEDICATORIAS

Con especial dedicacion a:

Mis padres Catalina Morales y Gregorio Barron, por estar siempre presentes, por su
ejemplo de fortaleza, por ensefiarme el significado de la determinacion y la importancia de
la perseverancia hacia toda meta en la vida, quienes me han guiado y apoyado en el camino
que elegi. Les agradezco por brindarme su confianza, la paciencia y su afecto. Este logro es

con todo el carifio para ustedes.

A Adrian Morales, por ensefiarme que cada pieza es Unica y por mostrarme gue con ingenio
y compromiso utilizando el metodo preciso se logra construir y restaurar. Gracias por ser y

permanecer.

A todos aquellos que me han explicado que la vida es un camino de incesante aprendizaje.

A todos ellos que me han ensefiado que lo hermoso se construye poco a poco y con

paciencia.

A los que me han acompafiado tras cada paso dado.



El mar lo cautiva todo, y su accién estara siempre
envuelta en misterio.

Jacques Yves Cousteau



INDICE

RESUMEBN......o ettt st s st st bbbt et 9
1 INTRODUGCCION ..ottt s s s s s nesaas s sensstanenaesnes 10
2 ANTECEDENTES. ...ttt ettt et e st e sat e st e st e e st e e sabeesabeesateesabeeeas 12
2.1 TOXICOIOGIA c.veeuiieiieiece ettt ettt ettt e e e eab e e ae e s ae e sbeeste e beesbeeeteenbeenteenns 12
2.1.1 TOXINOIOGIA MAIINA .....cvieiieiicie ettt et et e s ba e s reereens 13
2.1.2 PRYIUM MOIUSCA.....ciiiieeiieecie e ettt et e et e e e ereeeenees 14
2.1.3 (O LT T 1 (0] o0 o - T USSR 16
2.1.4 Superfamilia CoNOIUBA ........eccveeiiee et e et e s te e s te e eareesnaee e 17
2.15 GENBIO COMNUS ...ttt ettt ettt b et et b et e et b e b e enes 19
2.1.6 Veneno de Conus: Particularidades ..........c.ecveveeiiecieeieece e 21
2.1.7 Conus purpurascens como fuente de toxinas moduladoras de canales ionicos......... 22
2.2 CANAIES TONMICOS ... ueeueteteteiteitet ettt b bttt a et eas 25
2.2.1 Canales de potasio voltaje-dependientes.........ccvecveeiieeeiieeiie e 28
2.3 Drosophila melanogaster como modelo biolGgiCo. ........ceevvvevivieiieiieceeceeceeeee e 31
3 JUSTIFICACION. .....oouieeeeeeeeeeeeete ettt es sttt sssnae s s senanans 34
A HIPOTESIS . ...ttt ettt s st a et s s s st es st snasssnanans 36
5 OBUIETIVOS ...ttt st e st e st e st e e s bt e sabe e sabeesbeesareesbeeeas 37
ST N @ o] [=1 ()Y ol €= 1= - | SRS 37
5.2 ODbjetivos ESPECITICOS ...icuviiiiiieitie sttt st st be et e te e e nreeans 37
6  MATERIALES Y METODO ...ttt sae s sss s s st st esasaes s s 38
6.1  Cepas de Drosophila Melan0gaster..........cccvevveceeiieiiece ettt 38
6.2  COMPUESLOS COMEICIAIES ......veieeeitieiieecieecte ettt ettt st e e st e e te e te e beenbeenaeenns 39
6.3 Kappa-CoNOLOXINA PVIIA .......ooiiieceeeeeeee ettt st be et et beenreeane 40
6.4  Medio de cultivo para Drosophila melanogaster............covvvveeireeneerieseereeseeeee e 40
6.5  Estrategia eXPerimental .........ccceiieiieiieiieeece ettt 41
6.6 ANGLISIS 08 GALOS......c.eitiitiieiciiriertee et 42
T RESULTADOS ...ttt ettt ettt st e st e st esab e e sat e e sabeesabeesaneesaneenas 43



8
9
10
11

7.1 Efecto de los compuestos comerciales sobre las cepas de D. melanogaster

7.2 Efecto de la kappa-conotoxina PVIIA sobre las cepas de D. melanogaster......................

DISCUSION. .........

CONCLUSIONES
REFERENCIAS

ANEXOS ..........



RESUMEN

Los gasterépodos marinos pertenecientes al género Conus producen un veneno
caracterizado por actuar rapida y efectivamente sobre su presa; se sabe que este veneno es
usado por los caracoles Conus para su alimentacion, defensa y competencia en su habitat.
La sintesis de toxinas conocidas como conotoxinas o conopéptidos ha despertado gran
interés en el ambito de la Toxicologia y la Farmacologia, debido a su tamafio pequefio y
especificidad hacia blancos moleculares. En los ultimos 10 afios se han implementado
varios modelos biolégicos para su evaluacion, entre los cuales se encuentra el de

Drosophila melanogaster.

En este trabajo se realizo la evaluacion del efecto producido por la kappa-conotoxina
PVIIA que tiene como blanco molecular canales de potasio voltaje-dependientes. Para ello,
se llevo a cabo un bioensayo mediante inyecciones de diferentes concentraciones de la
toxina en larvas de D. melanogaster en su tercer estadio de desarrollo y se comparé el

efecto sobre dos cepas: una cepa mutante (HK) y una cepa testigo (yw).

A partir de los resultados obtenidos se observé que hay diferencia significativa en la
sobrevivencia de las cepas ensayadas. Complementario a lo anterior, se observo el
comportamiento locomotor postinyeccién, ya que es un componente importante en la

evaluacion farmacoldgica.



1 INTRODUCCION

Histéricamente, el estudio de los organismos marinos que se caracterizan por su capacidad
de sintetizar moléculas bioldgicamente activas ha sido reportado desde los afios 50°s. Estas
moléculas, referidas en la literatura como metabolitos secundarios o toxinas, permiten a los
organismos desempefiarse en su medio ambiente, al utilizarlas como herramientas
eficientes para interactuar con otras especies, de manera que pueden competir, alimentarse

y/o defenderse (Southcott, 1979; Garateix et al., 2003).

Entre los grupos de organismos marinos, mayormente estudiados con relacion al
desarrollo de herramientas disefiadas para la supervivencia en el medio marino, destacan
los animales pertenecientes a los siguientes filos: Mollusca (moluscos), Porifera (esponjas),
Cnidaria (cnidarios), Echinodermata (equinodermos) y el subfilo Urochordata (tunicados).
Del filo Mollusca, la mayor parte de los estudios se han realizado en el género Conus, ya
que se ha documentado que sus venenos afectan principalmente el sistema nervioso central

de sus presas (Bhakuni y Rawat, 2005; Mattei y Legros, 2014).

Investigaciones enfocadas en los venenos de los caracoles Conus, reportan que el efecto
que ejercen es debido a sus componentes, conocidos como conotoxinas o conopéptidos, 1os
cuales se caracterizan por unirse con alta afinidad a sus blancos moleculares,
principalmente canales idnicos, aunque también se ha reportado afinidad por otros grupos

de receptores de membrana (Olivera, 1997; Paredes et al., 2010).
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En vista de lo antes mencionado, los venenos de estos caracoles son estudiados como
herramientas de diagndstico y también como posibles tratamientos para enfermedades
como: epilepsia, padecimientos cardiovasculares, trastornos del movimiento y control del
dolor (Norton y Olivera, 2006; Lewis, 2009). Un ejemplo de ello es el Ziconotide (Prialt™)
uno de los analgésicos mas potentes disponibles, que es la variante sintética del
conopéptido -MVIIA (aislado de Conus magus), aprobado en el afio 2004 por la FDA
(Food and Drug Administration: Agencia de alimentos y medicamentos de los Estados

Unidos) y que se utiliza para el tratamiento del dolor crénico (Valia-Vera et al., 2007).
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2 ANTECEDENTES

2.1 Toxicologia

Se tiene conocimiento de que el empleo y la experiencia del hombre con los distintos
compuestos toxicos, independientemente de su origen (mineral, animal o vegetal), se
remota a la prehistoria, cuando fueron utilizados principalmente para la caza. No obstante,
no fue sino hasta el siglo XV que la ciencia toxicoldgica se comenzd a establecer y desde
entonces se ha ido afianzando gracias a un numero creciente de trabajos donde se han
proporcionado las bases cientificas a la toxicologia (Scarlato, 2007; Repetto y Repetto,

2009).

La toxicologia hoy dia se consolida como una disciplina independiente, encargada de la
investigacion, identificacion e interpretacion de los efectos provocados por sustancias
quimicas, naturales o sintéticas, y los fendmenos fisicos capaces de interactuar y producir

alteraciones en un biosistema (Silbergeld, 2001; Timbrell, 2002).

Para comprender mejor lo referente a la toxicidad de una sustancia en distintos procesos
bioldgicos es necesario conocer su origen, la interaccion y el mecanismo de accion que
tiene, es por ello que a lo largo de los ultimos 20 afios la toxicologia ha desarrollado
subespecialidades o subdisciplinas tales como: genotoxicologia, inmunotoxicologia,

toxicogendmica y otras mas, entre las cuales se encuentra la toxinologia (Silbergeld, 2001).

12



2.1.1 Toxinologia Marina

La International Society on Toxinology (IST), fundada en 1962, ha convenido distinguir a la
toxinologia como la subdisciplina que se encarga de estudiar, exclusivamente, sustancias
toxicas de origen bioldgico, elaboradas por organismos (plantas, bacterias, animales,
hongos, virus), utilizadas con fines de alimentacion, elementos defensivos y para la

competencia (Meier y White, 1995; toxinology.org 2016 ).

A través de la caracterizacion biologica y molecular de diferentes toxinas de origen
marino se ha acrecentado el interés cientifico, sobre todo en el campo de la biomedicina y
biotecnologia, debido a sus estructuras quimicas y/o mecanismos funcionales. El hallazgo
de compuestos como la saxitoxina proveniente de dinoflagelados; la tetradotoxina (TTX),
en peces; el estudio de estructuras como los nematocistos (en anemonas), representan
novedosas contribuciones significativas en la investigacion bésica de la farmacologia y la

neurobiologia (Honma y Shiomi, 2006; Xie et al., 2017).
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2.1.2 Phylum Mollusca

En el reino animal, uno de los grupos mas grandes que existen en cuanto a numero de
especies es el de los moluscos. EI Phylum Mollusca esté integrado por ocho clases y es el
segundo mas diverso de los invertebrados (Fig. 1), presenta diversidad en tamafio, forma y
ciclos bioldgicos. Han colonizado habitats marinos, dulceacuicolas y terrestres, por lo que
es evidente su éxito evolutivo (Aldana y Baqueiro, 1995). Su registro geolégico mas
antiguo pertenece a formas similares a moluscos del Precambrico tardio, representado por
la especie Kimberella quadrata de las colinas Ediacara del sur de Australia (Glaessner y

Wade, 1966; Fedonkin y Waggoner, 1997).

Los moluscos poseen una organizacion corporal general que consta de 3 regiones
anatomicas: (i) region cefalica, formada por estructuras sensoriales como los 0jos,
tentaculos sensoriales y una cavidad bucal, en donde se localiza una estructura dentada que
tiene por nombre radula, la cual ha mostrado ser eficaz para dilacerar las distintas formas de
alimento; (ii) region del pie, que se localiza en la parte ventral del organismo, dicha
estructura adquiere distintas formas y funciones como la locomocion y la excavacion,
ademas de que es utilizada como estructura natatoria en algunas especies de babosas
marinas (Opisthobranchia); y (iii) la masa visceral, que comprende los sistemas de érganos,
entre ellos el corazén, nefridio, nefridioporo, hepatopancreas y hemocele. Esta se encuentra
cubierta de manera total por la cavidad del manto (o cavidad paleal), a través de la cual
tienen apertura los sistemas digestivo, reproductor y excretor, ademas de los llamados
osfradios, 6rganos sensoriales cuya especializacion es la quimiorrecepcion (Brusca y

Brusca, 2005; Fernandez y Rivas, 2007).
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Fig. 1 Clases del Phylum Mollusca en su respectivo tiempo geoldgico (modificada de
Hickman et al., 2008).
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2.1.3 Clase Gastropoda

Del griego « gastér » y « pus» que significa “pie en el vientre”; la clase Gastropoda esta
constituida por organismos que tienen una distinguible variedad en forma, tamafio y habitos
alimenticios (carnivoros, herbivoros, suspensivoros, parasitos), su amplia radiacion

adaptativa les permiti¢ distribuirse en ecosistemas marinos, dulceacuicolas y terrestres.

Esta clase comprende unas 70,000 especies vivientes y mas de 15, 000 especies fosiles.
La estructura distintiva de los gasteropodos es la radula, que es una “cinta” provista de
dientes quitinosos organizados en forma longitudinal y en cada lado se encuentran
numerosos dientes marginales y laterales (Fig. 2). Entre cada especie existe una diferencia
especifica en el numero de hileras de dientes que integran a la “cinta”. Dicha estructura se
utiliza para la alimentacion, sirviendo para raspar, seccionar y absorber (Marshall y

Williams, 1985; Moore, 2006; Fernandez y Rivas, 2007).

Tres subclases principales componen a la clase Gastropoda: Opistobranchia (marinos,
con reduccién o pérdida de la concha: babosas marinas), Pulmonata (caracoles y babosas

terrestres) y Prosobranchia (caracoles marinos con concha) (Marshall y Williams, 1985).
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Fig. 2 Estructura del aparato radular. Micrografia electronica de la radula de Clavus sp.
(Modificado de Olivera et al., 2014).

2.1.4 Superfamilia Conoidea

Los organismos pertenecientes a la Superfamilia Conoidea, habitan principalmente en
aguas tropicales, se pueden localizar desde la zona intermareal hasta los 1000 metros de
profundidad. Son organismos de habitos nocturnos y durante el dia se encuentran
guarecidos, ya sea bajo la arena o corales. Sus habitos alimenticios son variados, hay
especies que se inclinan por poliquetos, hemicordados y equidridos (vermivoros), otras
eligen peces (piscivoros) y algunas més suelen alimentarse de moluscos (molusquivoros)

(Olivera, 1997; Bergillos y Rivas, 2013).

Este grupo de organismos le da un uso muy particular a la radula, cuya estructura varia
del prototipo general y presenta dientes radulares con estructura hueca y puntiaguda, en

forma de arpén, que funcionan como herramienta de inoculacién de venenos
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potencialmente letales para sus presas y depredadores. De manera mas especifica, la
morfologia del aparato venenoso se encuentra constituida por un bulbo venenoso coligado
con un conducto de veneno, un depdsito de dientes radulares (saco radular), cada uno de los
dientes radulares es hueco y esta cargado del veneno, éste se encuentra sujeto por la parte
anterior de la proboscis preparado para efectuar la inyeccion del veneno (Fig. 3). Una vez
identificada la presa, los arpones son preparados y enviados individualmente a través de la
proboscis que enfoca una posicion firme hacia la localizacién del objetivo. Cabe resaltar
que el estimulo para la liberacion del arpdn es tactil, y una vez que el cuerpo del pez entra
en contacto con la punta de la proboscis, ésta se extiende y el arpon sobresale para la

inyeccion inmediata del veneno (Kohn, 1956; Calderédn y Field, 1999; Olivera, 2002).

Dentro de la Superfamilia hay 3 divisiones principales: Conidae, Terebridae y Turridae.
De ellas, la familia Conidae se integra por 4 géneros y 71 subgéneros, siendo el género

Conus uno de los mas estudiados hasta el momento (Puillandre et al., 2015).

Fig. 3 Aparato venenoso de los organismos de la Superfamilia Conoidea; a) bulbo
venenoso; b) conducto venenoso; c¢) saco radular; d) glandula salival; €) faringe; f)
proboscide; g) diente radular en forma de arpon; h) sifon (Imagen modificada de Halai y

Craik, 2008).
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2.1.5 Género Conus

Es descrito como uno de los géneros mas grandes de invertebrados marinos, compuesto por
aproximadamente 700 especies vivientes. En un principio el interés por este grupo se debid
a la particular forma cénica y la belleza de sus conchas (Fig. 4); sin embargo, en la
actualidad el interés por estos caracoles reside en el estudio del veneno que sintetizan,
mismo que, se ha reportado, tiene un efecto potente en sus presas e incluso afecta a
humanos. Se ha revelado que mas de una especie ha sido causante de picaduras en
humanos, cabe sefialar que los reportes indican que todas las especies de caracoles Cono
son capaces de provocar picaduras y dafios graves, independientemente del tamarfio y de los
habitos alimenticios que las caractericen (molusquivoros, piscivoros o vermivoros)
(Olivera, 1997; Terlau y Olivera, 2004; Paredes et al., 2010). De acuerdo con Fegan y
Andresen (1997), cuando una picadura no mortal ocurre en humanos, los sintomas
reportados son: nauseas, cefalea y paralisis local; en tanto que para los envenenamientos
mortales se produce edema cerebral, coma e insuficiencia respiratoria en tan solo unas

horas a partir del envenenamiento.

Por su parte, la especie Conus geographus ha sido confirmada como causante de por lo

menos 36 decesos documentados entre los afios 1670 y 1998 (Dutertre et al., 2014).

19



Fig. 4 Conchas representativas del género Conus: a) C. textile; b) C. marmoreus; c¢) C.

gloriamaris; d) C. geographus; e) C. capitaneus; f) C. praecellens; g) C. tessulatus; h) C.

imperialis; i) C. burneus (Fotografia: Elaborada por Barrén-Morales, 2017).
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2.1.6 Veneno de Conus: particularidades

Los venenos de los caracoles Cono se componen de toxinas de naturaleza peptidicas
denominadas conotoxinas o conopéptidos, dicha clasificacion se basa en el numero de
puentes disulfuro que presentan en su estructura primaria; se denominan conotoxinas
aquellas que presentan dos 0 mas puentes disulfuro y conopéptidos si tienen uno o ningun
puente disulfuro. Se ha propuesto que cada especie expresa entre 50 y 200 conopéptidos
distintos (LOpez-Vera, 2010). Estos caracoles poseen un coctel de compuestos Unicos,
bioldgicamente activos. Asi, las toxinas de estas especies tienen como blanco molecular
una amplia gama de canales ionicos y/o receptores especificos implicados en la transmision

neuromuscular de vertebrados e invertebrados (Milne et al., 2003; Halai y Craik, 2009).

Las toxinas que componen los venenos de Conus se caracterizan por su tamafio pequefio
(entre 7 y 40 residuos de aminoacidos), su diversidad molecular, la estabilidad estructural,
asi como su selectividad y afinidad sobre receptores estructuralmente similares; estas
caracteristicas han permitido que se consideren como agentes con posibles efectos

farmacologicos (Olivera, 2006; Lopez-Vera, 2010).

Debido a la variedad y especificidad de los componentes en el veneno de Conus, se ha
suscitado un gran interés en su estudio durante los Gltimos 30 afios (Lopez-Vera, 2005,

2010).
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2.1.7 Conus purpurascens como fuente de toxinas
moduladoras de canales ionicos

La especie Conus purpurascens se distribuye en México, en el Golfo de California desde

Bahia Magdalena hasta el sur del Ecuador (Landa et al., 2013) (Fig. 5).

Se caracteriza porque su concha presenta contorno ancho y color purpura que va de
claro a oscuro y cuyas bandas o puntos son de color café o parpura oscuro (Fig. 6). Mide
entre 3.8 y 7.5 cm, aproximadamente; posee una excelente capacidad de mimetizarse en la
zona que habita y se le encuentra mayoritariamente junto a rocas en la zona intermareal,
pero casi siempre permanece enterrada. También se ha reportado su presencia en la zona
mesolitoral inferior, sobre sustrato coralino y en la zona submareal. Se alimenta
principalmente de peces pequefios de los arrecifes y su veneno es capaz de provocar en
ellos paralisis en menos de cinco segundos postinyeccion (Calderén y Field, 1999; Landa et

al., 2013).

Fig. 5 Distribucion de Conus purpurascens. Se sefiala en rojo la zona con una mayor

distribucion (Modificado de ConoServer, 2017).
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Fig. 6 Ejemplar representativo de Conus purpurascens. Concha de un ejemplar de tamafio

promedio y diente radular en forma de arpon (Modificado de Chun et al., 2012).

Existen diversos estudios respecto al veneno de Conus purpurascens en los que se
describen la identificacion, descripcion, caracterizacion e incluso el analisis estructural
tridimensional de sus toxinas; mismas que han permitido precisar blancos moleculares, lo
que conlleva a un trascendente avance en términos de farmacologia (Scanlon et al., 1997,
Savarin et al., 1998). Asi, Conus purpurascens representa un ejemplar importante dentro

del género Conus para el estudio de toxinas.
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Hasta la fecha, se ha descrito que las moléculas identificadas, secuenciadas y sintetizadas

de Conus purpurascens pueden actuar de forma selectiva en:

Receptores nicotinicos de acetilcolina (ACh)

aA-PIVA
a-PIA
a-PIB
y-PIIIE
y-PIIIF

Canales de sodio activado por voltaje (Nav)

vV V V V V

u- PIIA
5-PVIA

\ 2%

e Canales de Potasio activados por voltaje (Kv)

> k-PVIIA

La kappa-conotoxina PVIIA (k-PVI1IA) fue identificada en el veneno del caracol marino
Conus purpurascens, esta compuesta de 27 residuos de aminoacidos. Se ha observado que
la PVIIA en el veneno de C. purpurascens induce una rapida inmovilizacion de la presa
(pez) y tiene actividad sobre canales de potasio activados por voltaje (Terlau et al., 1996;

Koch et al., 2004).
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2.2 Canales idnicos
Los canales ionicos son proteinas de membrana, sus principales caracteristicas son:

e Forman un poro hidrofilico que atraviesa la bicapa lipidica de la membrana celular.

e Los canales ionicos tienen selectividad por diferentes iones.

e Presentan una mayor velocidad de transporte con respecto a las otras proteinas
transportadoras, conduciendo asi miles de iones por milisegundo (Gartner et al.,

2007).

Los canales idnicos regulan el transito de iones hacia el interior y al exterior de las
células, el desplazamiento de iones como el Na*, Ca?, K*, CI" a través de las membranas
celulares mantiene una diferencia en las concentraciones ionicas externas e internas, la
entrada y salida de los iones es indispensable para la estabilidad de las células y el
funcionamiento de un considerable nimero de procesos bioldgicos, entre los cuales se
encuentran la sefializacion eléctrica en células excitables, la conduccion nerviosa, la
contraccion muscular, la secrecion hormonal, asi como procesos sensoriales en el

aprendizaje y la memoria (Alberts et al., 2007).

Para la distincion de los diferentes tipos de canales idnicos existentes se pueden citar dos
aspectos principales; el primero se relaciona con la selectividad ionica, es decir, el tipo de
iones a los que se les permite el paso, y el segundo hace referencia a las condiciones que
determinan la apertura y el cierre del canal, llamado mecanismo de compuerta o “gating”

(Silverthon, 2008) (Tabla 1, Fig. 7).
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Tabla 1. Regulacion de canales idnicos (Modificado de Silverthon, 2008).

Mediante tension mecanica Se abre a respuestas fisicas como presion o
estiramiento. Se localizan en células sensitivas

como las células ciliadas auditivas en el oido.

Regulados por unién a un ligando  El estado abierto dependera de la union del canal
con una molécula especifica, llamada “ligando”,
ya sea a nivel extracelular (neurotransmisores) o
citoplasmatico (neuromoduladores o moléculas

sefial).

Voltaje-dependientes La activacion de estos canales, depende de los
cambios en el potencial de membrana de la

célula.
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Fig. 7 Representacion de los sistemas de regulacion de canales idnicos (Modificado de

Alberts y Bray, 2006).

Los canales ionicos fluctuan entre los estados abierto y cerrado, de manera general se les
designa la configuracion siguiente: 1) el estado activado; abierto y conductor, 2) el estado
inactivado; cerrado y no susceptible de abrirse en respuesta a un estimulo y 3) el estado en

reposo; que en respuesta a un estimulo se puede activar (Hille, 2001; Nelson y Cox, 2009).
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2.2.1 Canales de potasio voltaje-dependientes

Los canales selectivos al ion potasio conforman una familia diversa. De acuerdo con Tian
et al., (2014), tan solo en humanos, 90 genes codifican las subunidades a de los canales de
K*, que a su vez se asocian con las subunidades B, lo cual modifica su funcién. Existe una
amplia multiplicidad en esta familia de canales ionicos y hoy en dia, se acepta ampliamente
que los canales de potasio pueden estar presentes en cualquier compartimiento subcelular:
en la superficie neuronal y muscular; ademas, al no ser uniforme su distribucion y al tener
una localizacion selectiva en las células, estan involucrados en la regulacion de distintos
procesos como son: la liberacion de neurotransmisores, la regulacion del volumen celular,
la contraccion muscular, el ritmo cardiaco, la secrecion de insulina, el transporte epitelial y

la excitabilidad neuronal, entre otros (Solis et al., 2008; Lujan, 2010).

En neuronas, un potencial de accion tiene una duracion de 1 a 2 milisegundos y se
encuentra  constituido por un ciclo de despolarizacion, repolarizacion 'y
posthiperpolarizacion. Dichos cambios ciclicos del potencial eléctrico a través de la
membrana celular resultan de la apertura y cierre en secuencia de ciertos canales ionicos

regulados por voltaje, entre los cuales se ubica a los canales de K* .

En los canales de potasio regulados por voltaje, se describen dominios proteicos que
actian como sensores del potencial de membrana, ya que un cambio de potencial induce en
ellos un cambio conformacional y desencadena la apertura y el cierre del canal de K* .
Estos canales desempefian una funcion especifica que es regular la excitabilidad

postsinaptica asi como la duracion, la forma y el disparo durante el potencial de accién,
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contribuyendo asi a la repolarizacion de la membrana de la célula (Dodson y Forshite,

2004).

La estructura de los canales de potasio regulados por voltaje consta mayoritariamente de
6 segmentos transmembrana (S1-S6) (Fig. 8); entre los segmentos S5 y S6 se localizan las
secuencias que establecen el poro y el filtro de selectividad (Fig. 9). En la mayoria de los
canales, el dominio S4 presenta una serie de aminoacidos (argininas o lisinas), cargados
positivamente, los cuales detectan los cambios en el potencial de membrana, actuando

como un sensor de voltaje (Doyle et al., 1998; Felipe et al., 2007; Nelson y Cox, 2009).

Extracelular

Intracelular

COOH

Fig. 8 Topologia de los canales de potasio regulados por voltaje: segmentos transmembrana

(S1-S6) (Modificado de Labro y Snyders, 2012).
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Fig. 9 Topologia del poro de los canales de potasio regulados por voltaje (Modificado de

Labro y Snyders, 2012).

Por otro lado, la inactivacion de estos canales ocurre mediante dos mecanismos: una
inactivacion rapida conocida también como tipo N, la cual ocurre en los primeros
milisegundos y una inactivacion lenta conocida también como tipo C, la cual se genera
segundos después de la activacion del canal. Farmacoldgicamente, se han utilizado
compuestos como el Tetraetilamonio y la 4-aminopiridina para estudiar la sensibilidad y la
funcionalidad de estos canales. Asi mismo, el primero de ellos se ha asociado a la
inactivacion tipo C, mientras que el segundo estd asociado a la inactivacion tipo N

(Armstrong y Binstock, 1965; Glover, 1982; Carrillo-Flores, 2014).
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Las propiedades de los canales de K* han sido estudiadas desde los afios 80°s y
especialmente en el modelo experimental Drosophila melanogaster, esto debido a que el
ser humano y esta especie comparten varios genes ortdlogos. Hoy en dia, se han descrito
subfamilias de canales idnicos de potasio activados por voltaje en mamiferos (Kv1-4) y sus
homologos en D. melanogaster son: Shaker (Kv1), Shab (Kv2), Shaw (Kv3), y Shal (Kv4)
(Butler et al., 1989; Tian et al., 2014; Carrillo-Flores, 2014). Cabe resaltar que el canal tipo
Shaker fue el primer canal de K* clonado y secuenciado a partir del comportamiento
tembloroso bajo anestesia visto en una colonia de Drosophila melanogaster, por lo cual
lleva ahora su nombre. Otra caracteristica de esta subfamilia de canal de potasio es que
tiene una amplia distribucién en el sistema nervioso y la deficiencia funcional de los
canales se ha vinculado con algunas enfermedades motoras entre ellas la epilepsia y por
otro lado con el Alzheimer que es una enfermedad neurodegenerativa (Papazian et al.,

1991; Schulte et al., 2006).

2.3 Drosophila melanogaster como modelo biolégico.

La investigacion con D. melanogaster inicid hace un poco més de 100 afios. A partir de la
observacién de homologias entre el genoma de D. melanogaster y el genoma del ser
humano, este modelo biolégico sigue ayudando a dilucidar procesos en la biologia humana

(Pandey y Nichols, 2011).

Conocida comunmente como mosca del vinagre, es un organismo holometabolo, es

decir, presenta estadios de desarrollo y metamorfosis. Su ciclo de vida se desarrolla en las
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siguientes fases; un huevo, tres estadios larvales (L1, L2, L3), una pupa y un adulto (Fig.

10) (Rodriguez-Arnaiz, 2003; Campos-Ortega y Hartenstein, 2013).

Estudios previos describen muchas ventajas sobre el uso de D. melanogaster como

modelo bioldgico, entre las que se pueden citar:

» Facilidad de cria y mantenimiento

» Alta tasa reproductiva: Un promedio de 500 huevos por hembra (Valencia et
al., 1984)

» Ciclo de vida corto

» Amplio conocimiento de su genética

En condiciones control de 25°C de temperatura y 65% de humedad, el ciclo de vida
tiene una duracion aproximada de 10-12 dias. Dentro del ciclo, cabe resaltar el desarrollo
de la larva, el cual ocurre en tres estadios de desarrollo: L1 (24 a 47h), L2 (48 a 71h) y L3
(72 a 96h); durante los cuales se presentan etapas o “picos” que se caracterizan por una
elevada expresion de genes. La expresion génica durante los tres estadios se encuentra
involucrada en eventos para el correcto funcionamiento a nivel fisioldgico y metabélico asi
como el adecuado desarrollo morfolégico desde el nivel de la larva hasta del organismo
adulto. En tanto que en el tercer estadio larvario (L3) se presenta un pico de expresion de
genes los cuales estan relacionados con funciones biogquimicas y celulares como son: la
codificacion de componentes de rutas metabdlicas y la sintesis de complejos proteicos,
entre ellos los canales iénicos tipo Shaker que participan fundamentalmente en el proceso
de la sefializacion neuronal y en la diferenciacion muscular (Petitpierre, 1997; Arbeitman et

al., 2002; Flybase, 2017).
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Fig. 10 Ciclo de vida de Drosophila melanogaster. Modificado de FlyMove, 2017.
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3 JUSTIFICACION

El veneno producido por los caracoles marinos del género Conus es de particular interés
para diversas investigaciones con enfoque: biotecnoldgico, toxicoldgico, biomédico,
farmacoldgico y a las posibles implicaciones que pueden tener a nivel fisiolégico y
molecular. Asimismo, los estudios de los efectos in vivo de las toxinas de Conidos aun son
escasos cuando se confrontan con investigaciones a niveles celular y molecular, que en su

mayoria se han centrado en casos in vitro (Favreau y Stocklin, 2009).

Drosophila melanogaster constituye un organismo altamente utilizado para realizar
numerosos estudios con enfoques multidisciplinarios. Ademas del vasto conocimiento
sobre su genoma, ciclo de vida y sistematica, esta especie ha sido un excelente modelo para
evaluar genotoxicidad, lo cual es importante porque a través de ello se han localizado
nuevos enfoques de estudio. El uso de D. melanogaster y su variedad de mutantes ha sido
de vital importancia para el conocimiento y el andlisis sobre la funcionalidad de los canales
de potasio (Wheeler, 1981). Un ejemplo de ello es la cepa Hiperkinetic (Hk) de D.
melanogaster ya que presenta una mutacion en la subunidad beta que conforman los
canales de potasio tipo Shaker y se ha vuelto importante debido a que esta mutante sirvio

para determinar algunos aspectos en la funcién del canal (Yao y Wu, 1999).

Por consiguiente, en el presente trabajo nos enfocaremos a valorar los efectos de la
kappa-conotoxina PVIIA y los compuestos comerciales empleados en farmacologia de los
canales de potasio (TEA y 4-AP) en la sobrevivencia de D. melanogaster, mediante su

inyeccion en larvas de tercer estadio de desarrollo pertenecientes a dos cepas; Hk y yw, con
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la finalidad de establecer un bioensayo de especificidad y evaluacion rapida para
conotoxinas con actividad en canales de potasio, a partir de los resultados obtenidos con la

conotoxina.
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4 HIPOTESIS

La existencia de la cepa Hk de Drosophila melanogaster con modificaciones sobre el canal
de potasio tipo Shaker, nos permitira utilizarla como un bioensayo para la caracterizacion

rapida y especifica de conotoxinas (kappa-PVIIA) sobre éstos canales.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Realizar una deteccion rapida y una evaluacion de los efectos de la kappa-conotoxina
PVIIA con actividad antagonica sobre canales de potasio en larvas de Drosophila

melanogaster.
5.2 Objetivos Especificos

e Comparar el efecto de la kappa-conotoxina PVIIA y los compuestos 4-
Aminopiridina y Tetraetilamonio sobre la sobrevivencia de organismos adultos de
las cepas HK y yw.

e Valorar el bioensayo que consiste en microinyecciones de la conotoxina y los
blogueadores 4-AP y TEA en larvas de tercer estadio de desarrollo de D.
melanogaster, de manera que éste pueda ser empleado como modelo para la
identificacion de toxinas con efecto antagonista en canales de potasio.

e Observar el comportamiento larval en los diferentes tratamientos experimentales en

el momento de la inyeccion.
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6 MATERIALES Y METODO

6.1 Cepas de Drosophila melanogaster

El material bioldgico utilizado en este trabajo fue proporcionado por el Banco de Moscas
del Instituto de Neurobiologia (INB) -UNAM, Campus Juriquilla. A cargo del Dr. Juan R.

Riesgo Escobar.

» yw (yellow-white) cepa testigo

» Hk (Hiperkinetic)

La cepa yw, cuya singularidad se encuentra determinada por la presencia de una cuticula
con coloracién amarilla, asociado con el marcador y (yellow, localizacion: 1-0.60); y
ademas, la presencia de una coloracion blanca en los ojos, codificado por el marcador w

(white, localizacion: 1-1.5) (Lindsley y Zimm, 1992).

La cepa Hk (localizacion: 1-30.1) agita las patas vigorosamente bajo anestesia inducida
por trietilamina y por éter. Esta cepa consiste en una mutacion de la subunidad g del canal
de potasio tipo Shaker. La mutacidn en esta cepa afecta la excitabilidad neuronal y el patron
de movimiento larval. Los organismos adultos muestran hiperexcitabilidad causada por
potenciales de accion espontaneos aberrantes en las células neuronales y se correlaciona
con el comportamiento de sacudir las patas bajo anestesia inducida (Lindsley y Zimm,

1992; Wang y Wu, 1996; Wang et al., 2002; FlyBase, 2017).
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6.2 Compuestos comerciales

- Solucion salina 0.9%
- TEA (tetraetilamonio)

- 4-AP (4-aminopiridina)

La solucién salina normal (SSN) es una solucion isoténica de electrolitos y tiene una
composicion similar a la composicion electrolitica del liquido extracelular. Esta solucion
fisiolbégica compuesta por iones de cloruro de sodio es usada como suero y estd indicada
para corregir desequilibrios electroliticos y para el tratamiento de la acidosis leve o

moderada (msssi.gob.es 2017).

Por otra parte, Armstrong y Binstock en 1965 describieron al Tetraetilamonio (TEA)
como un inhibidor de las corrientes de los canales de potasio. EI TEA se ha utilizado como

bloqueador inespecifico de estos canales.

La 4-Aminopiridina (4-AP) es un blogueador de canales de potasio (Glover, 1982). Este
farmaco bloquea de manera preferente las corrientes transitorias del ion potasio; actda en la
funcion sinaptica interneuronal y neuromuscular (Schafer et al., 1973; Goodman et al.,

2009).
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6.3 kappa-conotoxina PVIIA

Reportes indican que la kappa-conotoxina PVIIA es un péptido que inhibe a los canales
tipo Shaker del io6n potasio activado por voltaje (Naranjo, 2002; Chun et al., 2012) y en
estudios realizados por Shon et al., en 1998 se propuso que la kappa-conotoxina PVIIA se

une a una estructura extracelular del poro en el canal de K* .

6.4 Medio de cultivo para Drosophila melanogaster

El medio de cultivo para propagar las cepas se obtuvo al disolver uno por uno los siguientes

ingredientes en 400 ml de agua a una temperatura de 85°C:

- 7gde grenetina

- 8gde agar

- 50g de levadura fresca
- 50g de piloncillo

Una vez disueltos los ingredientes, se ajustd la temperatura a 55°C para lograr enfriar un
poco el compuesto, se agregd 1% (5ml) de acido propidnico. Finalmente, en recipientes de
vidrio (botellas de 250 ml), se depositd una porcidn equivalente a dos centimetros del

medio de cultivo y se dejo enfriar para su posterior uso.
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6.5 Estrategia experimental

Ensayos

Se realizaron 5 ensayos de inyecciones por cada una de las concentraciones y para cada uno
de los tratamientos: solucion salina normal, 4-AP, TEA y la conotoxina kappa-PVIIA. Cada
ensayo a su vez se integré de lotes de 100 larvas por cepa (yw, HK) y como numero total
fueron 500 larvas inyectadas por cepa y por concentracion para cada compuesto y para la
conotoxina. Las concentraciones inyectadas para cada uno de los compuestos se realizaron
en un orden milimolar (mM): 1, 10, 30, 100, mientras que para la conotoxina fue en el

orden micromolar (uM): 1, 5, 10, 30, 100 (Martinez-Hernandez, 2016).
Obtencion de larvas

Con el objetivo de sincronizar el desarrollo de las larvas y colectar huevos se colocé en
frascos con medio fresco y por separado un cultivo maduro de moscas de las cepas yw y Hk
durante 4 horas para la ovoposicién, transcurrido este tiempo se retiraron las moscas.
Cuando las larvas se encontraban en su tercer estadio de desarrollo (72 horas) fueron
extraidas de los frascos con ayuda de un pincel (a manera de apartar pero evitando barrer
para no dafiar a las larvas) y se transfirieron sobre portaobjetos que previamente se
prepararon con cinta adhesiva doble cara, el nimero de larvas colocadas e inyectadas fue de

25 por portaobjetos.
Procedimiento de inyeccion
Se utilizé un microscopio estereoscopico y un microinyector (nanoliter 2000), en el cual se

colocaron las microagujas hechas con tubos capilares de vidrio (0.53 mm DI). Dichas
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microagujas fueron cargadas primero con aceite mineral y posteriormente con el compuesto
0 toxina a inyectar. Para realizar las inyecciones se colocaron 25 larvas en un portaobjetos,
las inyecciones se llevaron a cabo entre el 5° y 6° segmento de cada una de las larvas, en un
volumen de 4.6nl y se observo la respuesta inmediata que tuvieron las larvas a la inyeccion
(10s). Finalizadas las inyecciones, con la ayuda de un pincel y con un suave contacto sobre
el portaobjetos se humedecid con agua desionizada el area donde se encontraba cada una de
las larvas para poder asi despegarlas; inmediatamente se colocaron una por una en tubos de
polipropileno con medio de cultivo. Este procedimiento se repitié hasta que en cada tubo se

depositaron 100 larvas (un lote).

La observacion de los organismos y el registro de las moscas que sobrevivieron se
cuantificaron a partir de las 48 horas posteriores a la inyeccion (dia 5) hasta las 240 horas

(dia 15),

6.6 Analisis de datos

El analisis estadistico de los datos se realizd con el programa Statistica 7, mediante la
prueba curva dosis-respuesta para obtener el porcentaje de sobrevivencia correspondiente a
cada concentracion por compuesto y por cepa. A fin de comparar las medias de la variable
de sobrevivencia que estdn asociadas a dos factores, la cepa que se utiliza y la
concentracion del compuesto o toxina, se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) donde
un valor de p<0.05 se consider6 como significativo. La prueba de ANOVA permitié
determinar si los diferentes niveles del factor tienen un efecto significativo sobre el valor de

la variable dependiente.
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7/ RESULTADOS

7.1 Efecto de los compuestos comerciales sobre las cepas
de D. melanogaster

Con el proposito de conocer el efecto fisico producido por la inyeccion en la sobrevivencia
de las larvas, se decidio realizar inyecciones con solucion salina (compuesto control) en
cinco lotes de 100 larvas para ambas cepas. Se observo que la sobrevivencia promedio en
ambas cepas fue similar y cercano al 80% (Fig. 11), una vez confirmado que la solucién
salina y la técnica de inyeccion tienen un efecto semejante para ambas cepas y que no
afectan la sobrevivencia per se (Mejia et al., 2010) se prosigui6 a probar los compuestos 4-

AP, TEA y la kappa-conotoxina PVIIA.
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Fig. 11. Sobrevivencia de las cepas yw () y Hk () inyectadas con solucidn salina 0.9%

en cinco ensayos (E1-E5), cada ensayo consta de 100 larvas inyectadas por cepa.

A continuacion, en la tabla 2 se muestra desglosada por compuesto y por concentracion
la sumatoria del nimero de organismos de yw y Hk que sobrevivieron de los ensayos
realizados (5), es decir, el total de 500 y en la figura 12 se observa la relacion entre la
sobrevivencia y las concentraciones de los compuestos 4-Aminopiridina (4-AP) vy

Tetraetilamonio (TEA) para las cepas yw y Hk.

En la cepa Hk inyectada con TEA disminuye significativamente la sobrevivencia con las
concentraciones 30 mM y 100 mM, en tanto que en las concentraciones 1 mM y 10 mM la

sobrevivencia es mayor.

Los lotes experimentales inyectados con el compuesto 4-AP muestran un aumento

gradual en la sobrevivencia de la cepa Hk conforme aumenta la concentracion (1 mM, 30
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mM y 100 mM). Para este compuesto la concentracidbn con menor porcentaje de

sobrevivencia de la cepa Hk es la de 10 mM.

Al evaluar el compuesto TEA en la cepa yw se observa un aumento de la sobrevivencia
con las concentraciones mas altas, 30 mM y 100 mM; mientras que la sobrevivencia de yw

con el compuesto 4-AP se mantiene similar en las distintas concentraciones.

Para confirmar las diferencias significativas entre los grupos experimentales y los
tratamientos se realizo la prueba HSD de Tukey que tiene como base una técnica de
comparaciones multiples, donde se tiende a equiparar cada grupo de datos con todos los

demas (anexo II).
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Tabla 2. Sumatoria del nimero de organismos sobrevivientes registrados por compuesto y concentracion a lo largo de los 5 ensayos
realizados. Se presenta la media aritmética, la desviacion estandar (s) y el error estandar (e.e.).

e Hik

compuesto Numero de X 5 e.e. Numero de X 5 E.e.

sobrevivientes sobrevivientes
Sol. Sal 369 73.8 00 i1 366 T 3 22
4-AP
1 mM 72 144 &) 0.8 105 21 T il
10mM 128 256 23 1 82 164 23 1
30 mM T8 15.6 - 1.8 209 418 3 22
100 mM 107 214 18 0.8 276 552 T3 33
TEA
1mM 81 16.2 54 24 161 322 33 24
10 mM 51 102 39 ) 221 442 76 34
30 mM 141 282 28 1.2 29 58 33 15
100 mM 180 36 85 38 76 152 23 1
PVIIA
1uM 101 202 1 0.4 100 20 19 0.8
SuM 125 25 21 0.9 59 11.8 25 1.}
10 uM 160 32 24 il 215 43 51 %
30 uM 140 28 37 16 234 46 8 23 1
100 uM 151 302 19 0.7 304 60.8 26 1.2
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Fig. 12 Sobrevivencia de las cepas yw (M) y Hk (M) inyectadas con diferentes
concentraciones de 4-Aminopiridina (4-AP) y Tetraetilamonio (TEA), cada punto
representa el promedio de 5 ensayos independientes + E.E., para 4-AP (F=42.7, p <0.05) y
TEA (F=56.4, p <0.05).
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Locomocion sol. Salina, 4-AP y TEA.

El efecto que tienen las toxinas de Conus purpurascens al inyectar su veneno es una
actividad excitotdxica y también de inmovilizacion que ocurre en un lapso de 5 a 10
segundos y que facilita la captura de la presa. Por ello, aunado a los efectos vistos en la
sobrevivencia y como informacién adicional se observo y detectd el comportamiento
locomotor postinyeccion (10 segundos) de las larvas inyectadas con los diferentes
tratamientos. Cabe sefialar que las conductas motoras respecto a los tratamientos se
observaron solamente en las larvas que durante el proceso de inyeccion se despegaron por
si solas. Para identificar el patréon de locomocion de las larvas observado en este trabajo se
utilizé como referencia la investigacion de Clark et al., 2016. Para los compuestos solucion
salina (Fig. 13), 4-Aminopiridina (Fig. 14) y Tetraetilamonio (Fig. 15) se observaron los
siguientes movimientos: a) hacia adelante; b) hacia atrés; c) contraccion dorsal; d) languida

y alargada.

Sol. Sal
vw, Hk

— -

adelante

Fig. 13 Representacion del movimiento locomotor en larvas de tercer estadio de las cepas
yw y Hk, expuestas a solucion salina.
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Fig. 14 Representacion del movimiento locomotor en larvas de tercer estadio de las cepas yw y Hk, expuestas a distintas concentraciones

del compuesto 4-Aminopiridina.
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Fig. 15 Representacion del movimiento locomotor en larvas de tercer estadio de las cepas yw y Hk, expuestas a distintas concentraciones
del compuesto Tetraetilamonio.
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7.2 Efecto de la kappa-conotoxina PVIIA sobre las cepas

de D. melanogaster.

En la figura 16 se muestra la relacion entre la sobrevivencia y las concentraciones (en uM)
de la kappa-conotoxina PVIIA para las cepas yw y Hk. Se observa que al aplicar la
conotoxina a una concentracion de 5 UM el porcentaje de sobrevivencia de la cepa Hk es
bajo (> 20%); en tanto que para las concentraciones restantes, 1 uM, 10 uM, 30 uM y 100
UM la tasa de sobrevivencia es mas alta. Por su parte, la sobrevivencia de la cepa yw con
relacion a la conotoxina PVIIA se mantiene uniformemente baja en sus distintas

concentraciones (~35%).

80 7
70 1
60 T
50 +
40 +
30 7
20 1
) II I
0!
1 3 10 30 100

Sol. Sal.

Sobrevivencia (%o)

k-PVIIA [puM]

Fig. 16 Sobrevivencia de las cepas yw ( B) y Hk ( W) inyectadas con diferentes
concentraciones de la kappa-conotoxina PVIIA, cada punto representa el promedio de 5
ensayos independientes + E.E. k-PVIIA (F= 92.1, p <0.05).
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Locomocidn kappa-conotoxina PVIIA

Aunado a los efectos vistos por la kappa-conotoxina PVIIA en la sobrevivencia, durante la
inyeccion se detectaron diferentes conductas motoras que se presentan como informacion
adicional las cuales son los movimientos siguientes; a) hacia adelante, b) hacia atrés, c)
contracciéon dorsal, d) region anterior en “zigzag” (Fig. 17). La caracteristica de
movimiento en zigzag de la region anterior de la larva se produjo en la cepa Hk, en las
concentraciones 5 uM y 30 uM; esto ocurrié mediante movimiento brusco y presuroso, con
una duracién de segundos (£10 s) seguido de un estado de poco movimiento. Por otra parte,
el movimiento por contraccion en direccidn inversa se produjo en la concentracion de 100
UM para Hk, mientras que para yw se observé un estado languido y alargado en la
concentracion 30 pM. Salvo esas excepciones, el comportamiento larval mantuvo en

general un estado de desplazamiento hacia adelante.
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Fig. 17 Representacion del movimiento larval de las cepas yw y Hk expuestas a distintas concentraciones de la kappa-conotoxina PVIIA.
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8 DISCUSION

Debido a que se busca optimizar la utilizacion del veneno de los caracoles Cono por la
dificultad que implica muestrear un organismo y la poca cantidad de veneno que se extrae,
Martinez-Hernandez (2016), sefiala lo importante que es el uso de técnicas que permitan
analizar las conotoxinas de manera rapida y sobre todo en cantidades y/o concentraciones

pequenas.

Con base a lo anterior, resulto de interés para el presente trabajo evaluar el efecto de la
kappa-conotoxina PVIIA, inhibidor selectivo para canales de potasio tipo Shaker sobre la
cepa Hk, una mutante en la cual esta alterado el gen que codifica la subunidad beta del
canal de potasio y en la cepa yw que no presenta mutaciones en canales de potasio (cepa
testigo), ambas del modelo de Drosphila melanogaster. Para ratificar el efecto de la
conotoxina se evalud también el efecto respecto a dos compuestos no especificos (TEA y 4-
AP) inhibidores de canales de potasio. Para ello, se realiz6 el conteo de organismos

(moscas) que sobrevivieron, posterior a la inyeccion de los tratamientos.

En primer lugar, al comparar los resultados de la curva dosis-respuesta de la kappa-
conotoxina PVIIA y del compuesto TEA se encontrd6 un efecto similar en las
concentraciones bajas (1, 10 uM y 1, 10 Mm) donde la sobrevivencia fue del 45% y 30%,
respectivamente. No obstante, se observé que la respuesta fue opuesta en las
concentraciones consiguientes, mientras que Hk a concentraciones mayores de TEA
disminuye su porcentaje de sobrevivencia (15%), con PVIIA a concentraciones mayores

aumenta su porcentaje de sobrevivencia (60%). Por el contrario, en los resultados de la

54



curva-dosis respuesta del compuesto 4-AP, con los obtenidos de la kappa-conotoxina
PVIIA, se observo que se mantuvo un comportamiento similar en la sobrevivencia en las
distintas concentraciones para ambas cepas, como se ve en las figuras 12 y 16. Es de notar
que, a medida que aumenta la concentracién del 4-AP y PVIIA, la sobrevivencia de la cepa
Hk también es mayor, contrario al efecto visto por el compuesto de TEA que a mayor
concentracion sobre la cepa Hk la sobrevivencia disminuye. Estos resultados pueden ser
explicados con un hecho que acontece en la Toxicologia y que es denominado “hormesis”.
La hormesis es un suceso de respuesta caracteristico, que esta relacionado a la dosis y se
basa en los siguientes supuestos: (1) los efectos de un compuesto a bajas dosis son opuestos
a los efectos a altas dosis, lo cual tiene como resultado que las curvas dosis-respuesta sean
bifasicas y se representan en las graficas de dos maneras: en forma de “J” o como una “U”
invertida (Calabrese et al., 2007); y (2) existe una respuesta de estimulacion para dosis
bajas y una respuesta de inhibicion para dosis altas (Rattan et al., 2009; Calabrese et al.,
2011). Considerando lo anterior, el compuesto TEA se comporta bajo el supuesto 1,
mientras que el compuesto 4-AP y la kappa-conotoxina PVIIA tendrian una efecto

hormético bajo el supuesto 2, sobre la cepa Hk.

A manera de no solo de entender el efecto de hormesis por los compuestos antes

mencionados, una explicacién fisioldgica de los resultados puede deberse a:

1) En el caso del tratamiento con TEA y la kappa-conotoxina PVIIA el efecto similar en
la sobrevivencia a bajas concentraciones es debido a que comparten el mismo sitio de union
en la region del vestibulo, ubicado en el lado extracelular del canal de potasio tipo Shaker

(Armstrong, 1971; Shon et al., 1998).
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2) La baja tasa de sobrevivencia a los tratamientos por 4-AP y la kappa-conotoxina
PVIIA observada en las concentraciones menores, puede explicarse a una sobre
estimulacion en los receptores de potasio tipo Shaker, y por otro lado, que al aumentar la
concentracion exista una mayor inhibicion de éstos canales y por consiguiente se regula el

paso de iones a condiciones “normales” y se ve reflejado en una mayor sobrevivencia.

La suposicion anterior se apoya también tomando en consideracion que a lo largo de los
ensayos se observé y se registré muerte celular en el estadio de pupa la cual disminuyo a
medida que acrecentd la concentracion de la conotoxina (anexo Ill). Es posible que la
muerte celular registrada por un efecto de toxicidad ocurriera mediante el proceso de
muerte celular inducida debido a que se observé una disminucion y compactacion del
volumen celular dentro del pupario. De acuerdo con Fernandez y Bodega (2005), esa
respuesta es caracteristica de la muerte celular inducida. Asi mismo, se le ha descrito como
un tipo de muerte celular fisiologica que se encuentra regulada genéticamente y que ademas

acontece con el fin de mejorar la funcién del organismo (Fernandez y Bodega, 2005).

Si bien es cierto que el tratamiento con la conotoxina mostrd una respuesta positiva con
respecto a la sobrevivencia de la cepa Hk que parece responder mejor en comparacion a la
cepa yw debido a que sobreviven mas organismos conforme aumenta la concentracion de la
toxina, no podemos definir lo anterior como un efecto “benéfico” definitivo. Se propone
dar seguimiento a este tipo de investigacion para precisar si los efectos horméticos por
exposicion a la kappa-conotoxina PVIIA o también por otras toxinas pueden tener

consecuencia a largo plazo en el ciclo de vida completo del organismo.

En segunda instancia, diferentes estudios indican que el comportamiento es una

caracteristica muy importante en el desarrollo de la vida de un organismo, y podria explicar
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si existe un vinculo de conexion entre un compuesto y una reaccion a nivel molecular y
fisiolégico; como ejemplo se encuentra el trabajo realizado por Jansen et al., (2014), donde
el comportamiento locomotor de Drosophila melanogaster es un indicativo de la accion
farmacologica de componentes derivados de plantas. De acuerdo con sus resultados, el
tratamiento por exposicion a extractos de la planta Bacopa monnieria aumenté la
locomocion y mejor6 la capacidad de ascension de D. melanogaster. EI mismo estudio
encontrd que los extractos de B. monnieri tienen gran potencial de actuar para mejorar la
actividad de enzimas antioxidantes. Es por eso, que en el presente trabajo de tesis se
dispuso registrar no solo el efecto en la sobrevivencia de las larvas sino también el
comportamiento en la locomocién de las mismas al momento de la inyeccion, siendo un
factor de gran utilidad para relacionar una actividad particular en el movimiento del
organismo como respuesta a las distintas concentraciones inyectadas de los compuestos y la

toxina a evaluar.

Basandose en lo anterior, cabe sefialar que solamente en las concentraciones de 5 y 30
UM de la conotoxina se observd un comportamiento locomotor brusco y presuroso en
forma de zigzag en la region anterior de las larvas (Fig. 17). Se debe agregar la observacion
de que para la concentracion 30M sobrevivieron 234 organismos mientras que con 5uM
sobrevivieron 59, ese resultado podria explicarse por el proceso de hormésis descrito

anteriormente.

En la concentracion de 10mM de 4-AP se observd un comportamiento de contraccion
dorsal en la cepa Hk y una postura languida y alargada en la cepa yw (Fig. 14). Con el
compuesto TEA ambas cepas tuvieron un desplazamiento en direccion reversa a una

concentracion de 10 mM. La cepa Hk mostr6 ademas: contraccién dorsal (30 y 100 mM),
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postura languida y alargada (ImM) (Fig. 15). Estos comportamientos se asemejan a los
obtenidos en un estudio realizado por Clark et al., (2016) en el que de una forma similar
realizan un monitoreo de distintos programas motores en larvas de D. melanogaster e
indican que en cada comportamiento locomotor se involucran subconjuntos distintos de
interneuronas que van a controlar los diferentes elementos implicados en el programa motor
de las larvas. Sefialan también que aun conociendo esa informacién es necesaria una
exploracién exhaustiva para caracterizar completamente los factores e interneuronas que
intervienen en el proceso motor. En consonancia con la recomendacién anterior, para la
evaluacion de toxinas se sugiere realizar un seguimiento de los efectos en la locomocién y
examinar lo que sucede durante el ciclo de vida y hasta la etapa final del mismo para asi
determinar con mas precision lo siguiente: (1) si existe mas de un comportamiento
locomotor para una concentracion particular; (2) la proporcion de larvas que expresan los
patrones de comportamiento; (3) si un comportamiento locomotor se encuentra relacionado

directamente con algun tipo de muerte celular (necrosis, apoptosis).

Con respecto a los resultados obtenidos en este trabajo, se considera que el ensayo
resultd ser propicio para relacionar un efecto en la sobrevivencia con un comportamiento a
nivel locomotriz con base en la exposicion de los compuestos 4-AP, TEA vy la kappa-
conotoxina PVIIA. Si bien, los resultados no muestran un movimiento de las larvas
exclusivo para una concentracion particular de la PVIIA, los compuestos 4-AP y TEA; no
obstante, para futuras evaluaciones de toxinas (de las cuales no se conoce su blanco de
accion o molecular) sobre la cepa Hk el registro de un comportamiento locomotor brusco y
presuroso en forma de zigzag estaria indicando que la toxina en cuestion podria tener un

efecto sobre canales tipo Shaker.
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Finalmente, la técnica utilizada en este trabajo nos permitié evaluar y analizar los
efectos producidos por diferentes compuestos en el periodo correspondiente al tercer
estadio larval del ciclo de vida de D. melanogaster, durante el cual se observd el
comportamiento locomotor de las larvas y posteriormente se cuantifico el porcentaje de
sobrevivencia (moscas adultas) de D. melanogaster. De tal manera, que este trabajo puede
ser empleado como método efectivo para evaluar a un menor costo y tiempo, toxinas de
otros organismos con actividad sobre canales de potasio tipo Shaker con el fin de
aprovechar al maximo el material bioldgico, sobre todo en casos en los cuales la obtencion

de toxinas es muy dificil y escasa.
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9 CONCLUSIONES

El ensayo por microinyeccion de conotoxinas especificas para canales de potasio
tipo Shaker en D. melanogaster fue exitoso para una evaluacion de conotoxinas
rapida (in vivo).

Se presentaron 5 tipos de comportamiento locomotor: hacia adelante, hacia atras,
contraccion dorsal, region anterior “zigzag”, languida y alargada, en los diferentes
tratamientos experimentales.

El comportamiento locomotor brusco y presuroso en forma de zigzag en la cepa Hk
pudiera ser indicativo de un efecto sobre canales de potasio tipo Shaker.

Es conveniente considerar a la cepa Hiperkinetic (Hk) de D. melanogaster para

evaluar conotoxinas con posible actividad sobre canales de potasio tipo Shaker.
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11 ANEXOS

ANEXO 1. Pruebas de ANOVA factorial

Univariate Tests of Significance for Sobrevivencia [4-AP]

Sigma-restricted parameterization

Effective hypothesis decomposition

Degr. Off
Effect 88 Freedom MS F P
Intercept 6422528 1 64225 28 | 3348.555 0. 000000
Cepa 161312 1 161312 84.104 0. 000000
Concentracidn 2024592 4 5061.48 263 894 0. 000000
Cepa*Concentracion | 328048 24 £20.12 42759 0. 000000
Error 7672 40 19.18
Univariate Tests of Significance for Sobrevivencia [TEA]
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
Degr. Off

Effect 55 Freedom MS F P
Intercept 561125 1 56112.5 216818 0. 000000
Cepa 1922 1 1922 0.743 0393948
Concentracion 20608.4 4 51521 199077 0. 000000
Cepa*Concentracion | 5847 68 < 146192 56 488 0. 000000
Error 10352 40 2588
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Univarizte Tests of Significance for Sobrevivencia [compuestos comerciales]
Bigma-restrict=d parameterization
Effective hyvpothesis deomposition
Degr. Of
Effect 55 Freedom MS F P
Intercept 1202009 1 1202009 | 5335148 | 0. 0000040
Cepa™Concentracitn 646.1 - 161.5 7.165 0. 000055
Cepa"Compuestn 6401 1 40 1 8411 0. 00000 |
Concentraciin*Compuesio 1757.5 - 439 4 19501 0. 000000
Cepa*Concentraciin*Compuesto 8482.1 4 21205 o412 0_ 000000
Error 18024 80 228
Univarizte Tests of Significance for Sobrevivencia [k-PVIIA]
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition
Degr. Of
Effect 85 Freedom MS F P
Intercept 9001627 1 9001627 | 1351934 0. 000000
Cepa B897.07 1 g897.07 134.73 0. 000000
Concentracion 20184 .53 5 4036.91 606.29 0. 000000
Cepa*Concentracion 3066 53 5 61331 9211 0. 000000
Error 319.6 48 65.66
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ANEXO Il. Prueba Post-hoc HSD-Tukey (Diferencia Honestamente Significativa de

Tukey). Las diferencias significativas se indican en rojo.

Tukey HSD test; vanable Sobrevivencia (4-AP)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 19.180, df = 40.000

Cepa | Concentracion {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7 {8} {9} {10}
Cell MNo. 73.800 | 14.400 | 25600 | 15.600 | 21.400 | 73.200 | 21.000 | 16.400 | 41.800 | 55.200
1 yw  Sol.5al-0.9% 0.000158| 0.000158 0.000158) 0.000155| 1.000000 0.000158 0.000158) 0.000158| 0.000159
2 yw 1mM|| 0.000158 0.007967 0.999989 0.285613 0.000158 0.362534 0.999223 0.000158 0.000158
3 yw 10mM| 0.000158 0.007967 0.025747| 0.877648 0.000155 0.809941) 0.053409 0.000181 0.000158
4 yw 30mM| 0.000158| 0.999989 0.025747 0.542141| 0.000155 0.637017 1.000000 0.000158 0.000158
5 yw 100mM(f 0.000158 0.285613 0.877648 0542141 0.000155| 1.000000  0.728177 0.000158) 0.000158
6 hk  Sol.Sal-0.9%] 1.000000 0.000158 0.000158 0.000158| 0.000158 0.000158| 0.000158 0.000158) 0.000160
7 hk 1mM|| 0.000158 | 0.362534  0.809941 0.637017 1.000000 0.000155 0.809941 0.000158 0.000158
8 hk 10mM|| 0.000155 0.999223 0.053409 1.000000 0.728177 0.000155 0.809941 0.000158| 0.000158
9 hk 30mM| 0.000158| 0.000158| 0.000181 0.000158) 0.000158| 0.000158 0.000158 0.000158 0.000873
10 hk 100mMf 0.000159 0.000158| 0.000158| 0.000158 | 0.000158 0.000160| 0.000158  0.000158 0.000873

Tukey HSD test; variable sobrevivencia (TEA)

Approximate Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 25.880, df = 40.000

cepa | concentracion {1 21 {3 {4 {5} {6} i {a} {9} {10}
Cell No. 73.800 | 16.200 | 10.200 | 28.200 | 36.000 | 73.200 | 32.200 | 44200 | 58000 | 15.200
1 yw  Sol.5al-0.9% 0.000155| 0.000158| 0.000155  0.000158 1.000000 0.000158) 0.000158) 0.000158  0.000158
2 yw 1mM)|| 0.000158 0.691337| 0.018795 0.000165 0.000158 0.000620) 0.000158  0.066144 0.999999
3 yw 10mM|| 0.000158 | 0.691337 0.000215| 0.000158 0.000155  0.000158 0.000158 0.930022) 0.861524
4 yw 30mM| 0.000158| 0.018798| 0.000215 0.339364 0.000155 0.960274 0.000620 0.000158) 0.008036
5 yw 100mM| 0.000158) 0.000165] 0.000158 0.339364 0.000158| 0.971230  0.275160 0.000158 0.000160
6 hk  Sol.Sal-0.9%] 1.000000 0.000158 0.000158 0.000158 0.000158 0.000158) 0.000158| 0.000158 0.000158
7 hk 1mM|( 0.000158| 0.000620| 0.000158 0.960274 0.971230) 0.000158 0.016798| 0.000158| 0.000323
8 hk 10mM|| 0.000158 0.000158 0.000158] 0.000620  0.275160  0.000155 0.018798 0.000158| 0.000158
9 hk 30mM|| 0.000158| 0.066144| 0.930022) 0.000155 0.000158 0.000158 0.000158) 0.000158 0.133160
10 hk 100mM|| 0.000158| 0.999999) 0.861524| 0.008036| 0.000160| 0.000155| 0.000323 0000158 0.133160

Tukey HSD test: variable sobrevivencia (k-PVIIA )
Approximate Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 6.661, df = 48.000

cepa | concentracidn {1} {2} {3} {4} {5} {6}
Cell No. 73.800 | 20.200 | 25.000 | 32.000 | 28.000

7 {8 9 {10} {11} {12}
30.200 | 73.200 | 20.000 | 12.000 | 42.400 | 46.800 | 60.800

yw  Sol. Sal 0.9% 0.000126| 0.000126 0.000126) 0.000126| 0.000126] 1.000000] 0.000126| 0.000126 0.000126| 0.000126 0.000127
yw 1 pM|| 0.000126 0.347250| 0.000131) 0.007679| 0.000289 0.000126] 1.000000| 0.004118| 0.000126| 0.000126) 0.000126
yw 5 pM| 0.000126] 0.347250 0.025453| 0.907508 0.238565| 0.000126| 0.289794  0.000127] 0.000126| 0.000126] 0.000126
yw 10 pM|| 0.000126] 0.000131] 0.025453 0.619699| 0.998150 0.000126) 0.000129| 0.000126| 0.000202| 0.000126| 0.000126
yw 30 pM|fl 0.000126  0.007679) 0.907508  0.619699 0.989721| 0.000126) 0.005627| 0.000126| 0.000126/ 0.000126| 0.000126
yw 100 pM{ 0.000126| 0.000289 0.238565 0.998150 0.989721 0.000126| 0.000235 0.000126) 0.000128| 0.000126] 0.000126
hk
hk
hk
hk
hk
hk

Sol. Sal 0.9%| 1.000000| 0.000126 0.000126| 0.000126| 0.000126] 0.000126 0.000126| 0.000126 0.000126| 0.000126 0.000127
1 pM| 0.000126) 1.000000] 0.289794| 0.000129 0.005627| 0.000235 0.000126 0.005627| 0.000126| 0.000126] 0.000126
5 pM| 0.000126| 0.004118| 0.000127 0.000126) 0.000126| 0.000126) 0.000126| 0.005627 0.000126| 0.000126] 0.000126
10 pM|| 0.000126] 0.000126| 0.000126) 0.000202) 0.000126| 0.000128] 0.000126| 0.000126 0.000126 0.478065  0.000126

FGEEGEEEEEE

30 pM(fl 0.000126| 0.000126| 0.000126] 0.000126| 0.000126) 0.000126| 0.000126| 0.000126] 0.000126] 0.478065 0.000126

100 pMf 0.000127| 0.000126| 0.000126] 0.000126| 0.000126 0.000126| 0.000127| 0.000126] 0.000126] 0.000126 0.000126
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ANEXO I11. Organismos de D. melanogaster que presentaron muerte celular en el

estadio de pupa.

Tabla 3. Sumatoria del ndmero de organismos gue presentaron muerte celular en el estadio de pupa.

e Hk
compuesto Muerte celular en Muerte celular en

pupa pupa
Sol. Sal 40 48
4-AFP
1mM 45 268
10mM 79 270
30 mM 48 197
100 mM 38 178
TEA
1 mM 44 239
10mM 45 209
30mM 13 S
100 mM 48 205
PVIIA
1uM 46 252
SuM 58 304
10 uM 42 203
30 uM 39 198
100 uM 45 174
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