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Resumen de la tesis que presenta Octavio Renteria Pacheco como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en Biomedicina vy
Bionanotecnologia

Actividad inmunomoduladora de toxinas del veneno de Conasprella ximenes, en un modelo
murino

Resumen aprobado por:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Director de tesis

El sistema inmunoldgico comprende una serie de mecanismos y componentes enfocados a defender
al organismo contra distintos agentes patogenos. Se divide a su vez en dos sistemas: innato y
adaptativo, y ambos actian de manera coordinada. La inmunomodulacién es un tipo de terapia que
permite regular o alterar componentes del sistema inmunoldgico en cuanto a intensidad, duracién o
tipo de respuesta producida y permite modificar la actividad de las células inmunitarias mediante su
estimulacion, supresion o regulacidn. Las células inmunitarias poseen distintos canales idnicos capaces
de regular funciones como su activacion, proliferacion, migracion y diferenciacién. Asimismo, las
conotoxinas de los caracoles cono tienen capacidad de actuar en distintos canales idnicos y se
caracterizan por su alta afinidad y selectividad por sus sitios diana. Debido a lo anterior, se sugiere que
estos péptidos tienen la capacidad de modular la actividad de las células inmunitarias. En el presente
trabajo, se evalu¢ el efecto in vivo del veneno total de C. ximenes en el balance de células inmunitarias
en ganglios popliteos e inguinales de ratones BALB/c. La deteccidon de estas células se realizé mediante
citometria de flujo, y posteriormente se evalué el efecto inmunomodulador de las fracciones
colectadas por cromatografia liquida de alta resolucidn en fase reversa (RP-HPLC), mediante ensayos
en la linea celular de monocitos THP-1. Los resultados mostraron que el veneno total a una
concentracion de 200 ug/mL, disminuyé significativamente (P= <0.0001) la poblacién de macréfagos.
Para los ensayos de diferenciacién de monocitos a macrdfagos, no se observé ningin cambio
significativo en ninguna de las fracciones probadas. Sin embargo, dos subfracciones; FVIII.2 y FVIII.3,
mostraron un aumento en la proliferacién de monocitos humanos THP-1. En conjunto, estos resultados
sugieren que ciertas toxinas poseen actividad inmunomoduladora, por lo que se requiere seguir la
investigacion de estos péptidos, con el fin de utilizarlos en un futuro como agentes terapéuticos y/o
auxiliares en el tratamiento de diversas patologias.

Palabras clave: veneno, conotoxinas, Conasprella ximenes, inmunomodulacién, monocitos,
macroéfagos.



Abstract of the thesis presented by Octavio Renteria Pacheco as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Science with orientation in Biomedicine and Bionanotechnology

Immunomodulatory activity of toxins from Conasprella ximenes venom, in a murine model

Abstract approved by:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Thesis Director

The immune system comprises a series of mechanisms and components focused on defending the
body against different pathogens. It is divided into 2 systems: innate and adaptive, and both act in a
coordinated manner. Immunomodulation is a type of therapy that allows regulating or altering
components of the immune system in terms of intensity, duration or type of response produced and
allows modifying the activity of immune cells by stimulating, suppressing or regulating them. Immune
cells possess different ion channels capable of regulating functions such as their activation,
proliferation, migration and differentiation. Likewise, cone snail conotoxins have the ability to act on
different ion channels and are characterized by their high affinity and selectivity for their target sites.
Due to this, it is suggested that these peptides have the ability to modulate the activity of immune
cells. In the present work, the in vivo effect of total C. ximenes venom on the balance of immune cells
in popliteal and inguinal ganglia of BALB/c mice was evaluated. The detection of these cells was
performed by flow cytometry, and the immunomodulatory effect of the collected fractions was
subsequently evaluated by reverse phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC), through
assays on the THP-1 monocyte cell line. The results showed that the total venom at a concentration of
200 pg/mL significantly decreased (P= <0.0001) the macrophage population. For monocyte to
macrophage differentiation assays, no significant change was observed in any of the fractions tested.
However, two subfractions; FVIII.2 and FVIII.3, showed an increase in the proliferation of THP-1 human
monocytes. Taken together, these results suggest that certain toxins have immunomodulatory activity,
which is why it is necessary to continue the investigation of these peptides, in order to use them in the
future as therapeutic agents and/or auxiliaries in the treatment of various pathologies.

Keywords: venom, conotoxins, Conasprella ximenes, immunomodulation, monocytes, macrophages.
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Capitulo 1. Introduccion

El sistema inmunoldgico emplea distintos mecanismos y componentes encaminados a defender al
huésped contra agentes extrafios o potencialmente dafiinos. En respuesta a una infeccién, el sistema
inmunoldgico actua de manera coordinada empleando los componentes humorales (citocinas, péptidos
antimicrobianos, anticuerpos, entre otros) y celulares (granulocitos, macrdfagos, células dendriticas y
linfocitos) de la inmunidad innata y adaptativa (Marshall et al., 2018). La inmunomodulacion implica la
modificaciéon de uno o mas componentes del sistema inmunitario para amplificar o disminuir la respuesta
inmune, empleando compuestos que pueden tener actividad estimulante, supresora o reguladora
(Minutti-Zanella et al., 2021). Debido a esta variedad de acciones, la inmunomodulaciéon abarca un
conjunto de terapias que permiten tratar una amplia variedad de padecimientos entre los que se incluyen
infecciones, trastornos autoinmunes y cancer, entre otros (Jimenez et al., 2018; Minutti-Zanella et al.,

2021).

Diversos animales marinos (anémonas, caracoles cono, erizos, estrellas de mar, hidras y pulpos, entre
otros) emplean veneno como un mecanismo de defensa o depredacion. Estos venenos se componen de
una mezcla variada de proteinas, péptidos, enzimas, entre otras moléculas (King, 2011; Pennington et al.,
2018). Se han descrito distintos efectos bioldgicos relacionados con estos venenos, entre los que destacan
su actividad analgésica, antimicrobiana, hemolitica, enzimatica, inmunomoduladora, antitumoral y

antiviral, por mencionar algunas (Martins et al., 2014; R.A. Mans, 2016).

Las conotoxinas son péptidos presentes en el veneno de los caracoles cono. Estos péptidos se caracterizan
por ser pequefios (12-30 aminodcidos), altamente selectivos por su receptor, estructuralmente estables
(formacidon de estructuras secundarias estabilizadas por enlaces disulfuro) y capaces de resistir
degradacion por proteasas (Jin et al., 2019). Las conotoxinas ejercen su actividad a través de distintos
canales idnicos, receptores acoplados a proteina G y transportadores de neurotransmisores (Inserra y

Lewis, 2011).

Gracias a su alta afinidad por sus blancos moleculares, a sus caracteristicas bioquimicas y a su capacidad
de actuar en diversos canales idnicos presentes en las células inmunitarias, las conotoxinas son moléculas
con un gran potencial para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. En el presente trabajo se evalué
el efecto inmunomodulador de toxinas aisladas del veneno de Conasprella ximenes, en un modelo murino

y en una linea celular de monocitos humanos (THP-1), mediante ensayos en cultivo celular.



1.1 Antecedentes

1.1.1 Sistema inmunolégico

El sistema inmunolégico de los organismos vertebrados comprende un conjunto de células, compuestos
guimicos y procesos encaminados a proteger al organismo contra agentes extrafios como: virus, bacterias,
hongos, parasitos y toxinas (Marshall et al., 2018). El sistema inmunoldgico se divide en dos sub-sistemas:
el innato y el adaptativo. La inmunidad innata es el primer mecanismo de defensa contra patdgenos y se
caracteriza por una rapida respuesta, pero parcialmente inespecifica y con poca capacidad de reconocer
un amplio nimero de moléculas (Vivier y Malissen, 2005). Por otra parte, la inmunidad adaptativa se
caracteriza por ser mas especifica en el reconocimiento de los antigenos, por emplear anticuerpos y tener
la capacidad de generar memoria, lo que permite una respuesta rapida y efectiva en caso de una
exposicién posterior al mismo antigeno (Lanier y Sun, 2009). A pesar de esta separacion, el sistema
inmunoldgico innato y adaptativo no son mutuamente excluyentes, ya que ambos se complementan y son

necesarios para mantener la homeostasis y evitar el desarrollo de enfermedades (Marshall et al., 2018).

1.1.1.1 Inmunidad innata

La inmunidad hace referencia a la capacidad de tener suficientes defensas especificas para evitar una
infeccidn o, en su defecto, una invasion bioldgica (Zerén, 2021). Los principales elementos de la inmunidad
innata incluyen barreras fisicas y quimicas (piel, mucosas, pH y secreciones), asi como componentes
humorales (citocinas, péptidos y proteinas del complemento) y celulares (granulocitos, monocitos,
macréfagos, mastocitos y linfocitos NK) (Turvey y Broide, 2010) (Figura 1). Aunque su repertorio es
limitado, la inmunidad innata es capaz de producir una respuesta rapida durante la primera fase de
infeccion, mediante el reclutamiento de células al sitio de infeccidén, generando condiciones de
inflamacién. Asimismo, la inmunidad innata incluye al sistema del complemento, lo que permite la

identificacion y opsonizacion de distintos patdgenos, facilitando asi su fagocitosis (Marshall et al., 2018).

Otra caracteristica importante de este sistema es el uso de receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs), los cuales son capaces de reconocer estructuras conservadas de los patégenos denominadas
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs), como: lipopolisacaridos, glicolipidos, lipoproteinas,

acidos nucleicos, entre otros (Turvey y Broide, 2010; Riera Romo et al., 2016). De igual forma, la inmunidad
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innata juega un papel importante en la activacion y regulacién de la inmunidad adaptativa, a través de la
liberacion de compuestos quimicos o interacciones célula-célula mediante la ayuda de las células

presentadoras de antigeno profesionales (APC) (Riera Romo et al., 2016).

Inmunidad innata Inmunidad adaptativa
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Figura 1. Componentes del sistema inmunolégico. APC, células presentadoras de antigeno. Modificado de Yamauchi
y Moroishi, 2019.

Entre los elementos clave de la inmunidad innata se encuentran los monocitos, células capaces de regular
la homeostasis en ambientes relacionados con infecciones e inflamacién. En respuesta a determinados
estimulos, los monocitos pueden diferenciarse en células dendriticas o macréfagos, dos tipos de células
reconocidas por su capacidad de presentar antigenos (Espinoza y Emmady, 2020). Los macréfagos se
encuentran ampliamente distribuidos en todos los tejidos, y ejercen distintas funciones relacionadas con
la defensa del organismo. Entre sus funciones destacan la fagocitosis de agentes extrafos, expresion de
citocinas, homeostasis, procesos metabdlicos, modulacién de la inflamacién, presentacidén de antigenos y
reparacion de tejidos (Mosser y Edwards, 2008). Ademas, los macréfagos son células con una alta
plasticidad, con capacidad de activarse y expresar distintos fenotipos en respuesta a diversos estimulos en

el microambiente (Cohn, 1978). De acuerdo con su mecanismo de activacion y la funcién que ejercen, los
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macrdéfagos se clasifican en dos tipos: activados por la via clasica (M1), con un perfil pro-inflamatorio y los

activados por la via alternativa (M2), con un fenotipo anti-inflamatorio (Sudan et al., 2015)

1.1.1.2 Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa, en contraste con la inmunidad innata, ofrece una respuesta mas especifica y
diversa, lo que permite el reconocimiento de antigenos extrafios y la distincién de los propios, asi como la
capacidad de generar memoria inmunoldgica en caso de una infeccién posterior. Las dos células efectoras
de la inmunidad adaptativa son los linfocitos T y B (Luckheeram et al., 2012). Tras su maduracién en los
drganos linfaticos primarios (médula dsea y timo), los linfocitos migran a los érganos linfaticos secundarios
(ganglios y bazo), lo que les permite entrar en contacto con antigenos en circulacién o con células
presentadoras de antigeno (APC) presentes en el sitio (Bonilla y Oettgen, 2010; Marshall et al., 2018). Los
linfocitos T requieren de la actividad de las APC para su activaciéon y proliferacion. La activacion ocurre tras
la interaccidn entre el antigeno unido al complejo mayor de histocompatibilidad (MHC); presente en las
APC, y el receptor de células T (TCR) (Marshall et al., 2018). Esta interaccion les permite a los linfocitos
efectuar distintas funciones como la eliminacidn de células infectadas (linfocitos citotéxicos CD8) o la
estimulaciéon de otras células inmunitarias (linfocitos cooperadores CD4"). Por otra parte, los linfocitos B
son capaces de reconocer antigenos mediante su receptor de células B (BCR), y madurar en células

plasmaticas con capacidad de producir anticuerpos (Bonilla y Oettgen, 2010).

1.1.2 Canales idnicos

Las células del sistema inmunitario innato y adaptativo expresan distintos canales idnicos vy
transportadores que permiten el flujo de iones, tanto de la membrana plasmatica, como de los distintos
organelos intracelulares (mitocondria, reticulo endoplasmatico o lisosomas)(Feske et al., 2015). Estos
canales regulan la concentracién intracelular de varios cationes divalentes como: calcio (Ca%*), magnesio
(Mg*) y zinc (Zn*'), los cuales son importantes segundos mensajeros y modulan distintas vias de
sefializacién. Asimismo, el movimiento de estos cationes depende del potencial eléctrico de membrana
generado por los canales de sodio (Na*), potasio (K*) y cloro (CI')(Feske et al., 2015). Muchas de las
funciones inmunoldgicas son activadas en respuesta al aumento en la concentracion de Ca?* citosélico y

de los otros iones divalentes. Entre estas funciones se incluyen la activacion, proliferacion, desarrollo,
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diferenciacidn, apoptosis y migracidén de las células inmunitarias, asi como la activacién de factores de

transcripcidn, expresion génica e inflamacién (De Jonge y Ulloa, 2007; Feske et al., 2015).

Algunos de los receptores inmunitarios capaces de modular la concentracidn de estos iones son el receptor
de células T (TCR), receptor de células B (BCR), receptores tipo Toll (TLR) y varios receptores a quimiocinas,

por mencionar algunos (Chaigne-Delalande y Lenardo, 2014).

1.1.3 Inmunomodulacion

La inmunomodulacién es una estrategia que permite alterar uno o varios componentes del sistema
inmunitario para amplificar, disminuir o regular el tipo, duracidén y/o competencia de una respuesta
inmunoldgica (Lebish y Moraski, 1987). Distintos compuestos de origen natural y sintético poseen
propiedades quimicas y bioldgicas que les permite fungir como inmunoestimulantes, inmunosupresores e

inmunoadyuvantes en distintas terapias y vacunas (Minutti-Zanella et al., 2021).

Distintos organismos productores de veneno sintetizan moléculas con capacidad de activar o inhibir una
respuesta inmunitaria. Las toxinas producidas por animales venenosos, incluidas serpientes, escorpiones,
arafias, anémonas de mary caracoles cono, por mencionar algunos, son capaces de interactuar con canales
idnicos y otros componentes del sistema inmunoldgico. En este sentido, es posible emplear estas toxinas
para el desarrollo de diversos tratamientos contra distintas patologias infecciosas, desordenes
autoinmunes y cancer, promoviendo asi, las bases de lainmunomodulacidn (Jimenez et al., 2018; Minutti-

Zanella et al., 2021).

1.1.4 Caracoles cono

Los caracoles cono son un grupo de moluscos gasteropodos que pertenecen a la superfamilia Conoidea.
Los conos son predadores que emplean distintas estrategias de caza, sin embargo, todos comparten las
caracteristicas de poseer una glandula venenosa y una radula en forma de arpdn, las cuales emplean para
administrar veneno e inmovilizar a sus presas (gusanos de mar, peces, moluscos y crustaceos) (Terlau y
Olivera, 2004; Biggs et al., 2010). Distintas clasificaciones taxondmicas se han empleado para agrupar a los

conos, no obstante, se ha propuesto clasificar a los conos con base en un analisis filogenético en seis
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géneros: Conus, Conasprella, Lilliconus, Profundiconus, Pygmaeconusy Californiconus, abarcando Conus el

85% de las especies conocidas (Puillandre et al., 2015; Fedosov et al., 2021).

1.1.4.1 Generalidades del veneno

El veneno de los caracoles cono esta conformado por una extensa variedad de compuestos bioactivos que
actian en distintos sitios diana, incluyendo canales idnicos, receptores acoplados a proteina G y
transportadores (Inserra y Lewis, 2011). Aproximadamente 70,000 péptidos distintos son producidos por
el género Conus (50-200 péptidos por cono), cuya variedad depende de su dieta y de las condiciones

ambientales en las que se encuentran (Olivera et al., 1999; Akondi et al., 2014).

Los compuestos peptidicos presentes en el veneno de los conos se suelen clasificar en 2 categorias:
conopéptidos y conotoxinas. El primer grupo esta compuesto por péptidos con baja o nula presencia de
enlaces disulfuro, mientras que el segundo grupo conforma la mayoria de los péptidos presentes en el
veneno de los conos, y se caracterizan por la presencia de multiples enlaces disulfuro y aminoacidos con

modificaciones post-traduccionales (Kaas et al., 2010; Akondi et al., 2014).

1.1.4.2 Conotoxinas

Las conotoxinas son péptidos cortos de 10 a 30 aminodacidos presentes en el veneno de los caracoles cono.
Se caracterizan por su elevado contenido de residuos alternados de cisteina, lo que permite la formacion
de enlaces disulfuro que le confieren rigidez y estabilidad a través de distintos arreglos y estructuras
secundarias (Kaas et al., 2010). Las conotoxinas poseen una alta selectividad y especificidad por su
receptor, incluyendo: canales i6nicos dependientes de voltaje y ligando, receptores acoplados a proteina

G y transportadores de neurotransmisores (Inserra y Lewis, 2011).

Las conotoxinas se clasifican de acuerdo con distintos parametros moleculares (Figura 2). Estas toxinas se
agrupan en 28 superfamilias descritas actualmente, tomando en cuenta su secuencia sefal (secuencia
consenso), presente en la porcién amino terminal del marco abierto de lectura (Dao etal., 2017).
Asimismo, cada superfamilia se puede subclasificar en familias tomando en cuenta el arreglo de cisteinas
(patrén de cisteinas) presente en su estructura. Ademas, existe una tercera clasificacién que agrupa a las
conotoxinas en familias farmacolégicas con base en la actividad que desempefian y el sitio diana en el

actuan (Kaas et al., 2010; Akondi et al., 2014). Algunas dianas moleculares de estas toxinas incluyen
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canales iénicos dependientes de voltaje para Na*, K* y Ca%*, receptores nicotinicos de acetilcolina (hnAChR),

receptores adrenérgicos, de somatostatina y transportadores de noradrenalina, por mencionar algunos

(Kaas et al., 2010).
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Figura 2. Clasificacion de conotoxinas. Las conotoxinas se clasifican en 3 categorias. De acuerdo con la similitud en
la secuencia sefal presente en los precursores se clasifican en “superfamilias”. Durante el proceso de maduracién,
existen modificaciones post-traduccionales, lo que incluye la formacién de enlaces disulfuro. Las toxinas se clasifican
de acuerdo con el nimero y la disposicién de las cisteinas en varios "patrones de cisteina". Finalmente, estas toxinas
actlan en distintos receptores, en donde la clase de receptor y efecto que ejercen define a las “familias
farmacoldgicas”. Modificado de Kaas et al., 2010.

Distintas conotoxinas han sido caracterizadas con efectos inmunomoduladores. Entre estas se encuentran
las k-conotoxinas PVIIA y RIIK, aisladas del veneno de Conus purpurascens y Conus radiatus
respectivamente, las cuales actian en distintos canales de potasio dependientes de voltaje (Shon et al.,
1998; Ferber et al., 2004). Estos canales de potasio se encuentran en distintas células inmunitarias, y se
encuentran implicados en diversos procesos inmunoldgicos como la activacion y proliferacion de

macrofagos y linfocitos T (Inserra y Lewis, 2011). Otro ejemplo es GVIIIA, una c-conotoxina aislada del
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veneno de Conus geographus y con capacidad de inhibir el receptor de serotonina tipo 3 (5-HTs). Este
receptor se encuentra involucrado en el flujo de iones divalentes; los cuales fungen como segundos
mensajes en distintas vias de sefializacion, al interior de las células inmunitarias como monocitos,

macrdéfagos, neutrdéfilos y mastocitos (England et al., 1998; Inserra y Lewis, 2011).

Otras toxinas con actividad inmunomoduladora son las a-conotoxinas, las cuales tienen como blanco los
receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) (Hopkins et al., 1995). El nAChR se encuentra involucrado
en distintos procesos como proliferacién de linfocitos T, activaciéon de linfocitos B y produccién de
anticuerpos, asi como regulacion de distintas citocinas proinflamatorias en neutréfilos y macréfagos, por
mencionar algunos (De Jonge y Ulloa, 2007; Inserra y Lewis, 2011). Ejemplo de estas toxinas son Imly PnlA,
aisladas de los venenos de Conus imperialis y Conus pennaceus respectivamente, y con actividad

antagonista del nAChR a7 (MclIntosh et al., 1994; Luo et al., 1999).

Asimismo, se han evaluado distintas conotoxinas sintéticas con actividad en células inmunitarias. Ejemplo
de esto son cal14.1by cal14.2c, conotoxinas sintéticas derivadas del veneno de Californiconus californicus,
las cuales mostraron un incremento intracelular en la produccion de la interleucina 10 (IL-10), en linfocitos

T reguladores (Zazueta-Favela et al., 2019).

1.1.4.3 Conasprella ximenes

Conasprella ximenes es un cono con un tamano aproximado de 20-60 mm, de color blanco con hileras de
espirales rectas punteadas de color marrdn (Paredes et al., 2010) (Figura 3). Su distribucidn abarca desde

el Golfo de California y la costa oeste de México hasta Peru.

En 2013, Cervantes-Luévano analizé dos péptidos sintéticos; Xmla y Xmlb, aislados del veneno de
Conasprella ximenes, en la actividad inmunomoduladora de macréfagos de ratdn. Los resultados
mostraron un aumento significativo en la produccién de IL-13 y TNF-a; las cuales son dos citocinas pro-
inflamatorias de gran importancia para la eliminacion de distintos patégenos. Asimismo, se determiné que
estas toxinas actuan en los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR), lo que las clasifica como a-
conotoxinas. En 2018 se reportd 11_xm11l, una conotoxina de C. ximenes la cual mostré actividad

antimicobacteriana (Figueroa-Montiel et al., 2018).
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A pesar de lo anterior, la actividad de las conotoxinas presentes en el veneno de Conasprella ximenes, no
han sido ampliamente estudiadas, lo que supone una fuente potencial favorable para la exploracion de

nuevos agentes terapéuticos.

Figura 3. Caracteristicas de Conasprella ximenes. Esta especie se caracteriza por ser relativamente pequefia (20-60
mm) y por tener una concha de color blanco violdceo con algunas bandas irregulares de color pardo oscuro. En toda
la vuelta corporal se distinguen hileras espirales de manchas pequefias cuadradas y rectangulares con espirales
marrones punteadas en el exterior y un color lavanda palido en el interior. Imagen obtenida del Registro Mundial de
Especies Marinas (WoRMS).

1.2 Justificacion

El veneno de los caracoles cono contiene una gran variedad de compuestos con potencial terapéutico, los
cuales no han sido ampliamente estudiados. Entre estos, se encuentran las conotoxinas; pequeias
proteinas con capacidad de actuar en distintos canales idnicos presentes en las células inmunitarias
(linfocitos T y B, macréfagos, monocitos, células dendriticas, entre otras), y que regulan distintas
actividades como la activacidn, proliferacién, desarrollo, diferenciacion y migracion de estas células.
Asimismo, estas toxinas se caracterizan por poseer una alta estabilidad y especificidad por sus dianas
moleculares. Debido a lo anterior, las conotoxinas son moléculas candidatas ideales para modular la
respuesta inmunitaria, con la finalidad de desarrollar potenciales terapias contra infecciones, trastornos
autoinmunes y/o cancer. En este trabajo, se evalud el efecto inmunomodulador del veneno total de C.
ximenes en un modelo murino, y posteriormente, el efecto de las fracciones cromatograficas aisladas a

partir del veneno, mediante ensayos en cultivo celular.
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1.3 Hipotesis

Al menos una de las toxinas extraidas del veneno de Conasprella ximenes, afecta la regulacion o

proliferacién de células inmunitarias.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Dilucidar la actividad inmunomoduladora de los compuestos extraidos del veneno de Conasprella ximenes.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto in vivo del veneno total de Conasprella ximenes, en el balance de células del sistema

inmunitario innato y adaptativo.

2. Evaluar el efecto de las fracciones cromatograficas del veneno de Conasprella ximenes, en la activacion

o proliferacién de células inmunitarias.

3. Caracterizar el efecto bioldgico de los péptidos aislados de las fracciones cromatograficas.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Veneno

Para este proyecto, se utilizaron 2 muestras de veneno total de Conasprella ximenes previamente
liofilizadas y almacenadas a -80°C. Los especimenes fueron colectados en Bahia de los Angeles, Baja

California, en febrero 2015 (266 mg) y febrero 2018 (75.6 mg).

2.1.1 Extraccion del veneno y procesamiento del veneno

La obtencidn del veneno se realizé por medio de la extraccidn de los ductos venenosos de cada caracol.
Para extraer al animal de su concha, se centrifugd a 4,500 g por 7 minutos a 4°C. Posteriormente, se
procedid a aislar el ducto venenoso y macerarlo con un homogenizador manual de vidrio, la muestra se
mantuvo en hielo y se adicioné una soluciéon de 1 mL de acetonitrilo (ACN) al 40% en agua por cada 20
ductos. Finalmente, la muestra se centrifugé a 10,000 g por 5 minutos a 4°C por duplicado para eliminar
residuos de tejido. El sobrenadante resultante se congeld a -80°C para su posterior liofilizacion (Martinez,
2010; Bernaldez, 2013). Las muestras de veneno total previamente liofilizadas fueron hidratadas con
solucién A (H.0 grado HPLC al 99.9%, TFA al 0.1%) hasta alcanzar una concentracién aproximada de 25
mg/mL. Las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm por 5 min a 4°C y el sobrenadante se colocé en
alicuotas de 1mL en tubos de 1.5 mL. Los tubos se almacenaron a -80°C para su posterior fraccionamiento

por HPLC.

2.2 Fraccionamiento del veneno por cromatografia liquida de alta resolucién en

fase reversa (RP-HPLC)

El extracto de veneno total se fraccioné de acuerdo con el tiempo de retencidon de sus componentes por
medio de cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-HPLC), en un cromatdégrafo Agilent
1220. Para este procedimiento se utilizé una columna analitica Zorbax 300SB-C18 (4.6 x 250 mm, 300 A),
con una pre-columna Zorbax C18 (4.6 x 12.5mm, 5um) ambas equilibradas en solucion A (H,0 grado HPLC

al 99.9%, TFA al 0.1%) por 20 minutos (Martinez, 2010; Bernaldez, 2013).
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La muestra [5 mg / 200 uL] se eluyd a temperatura ambiente por 65 minutos y se utilizé un gradiente lineal
de 0 al 60% de solucién B (ACN al 99.9% y TFA al 0.1%), y se colectaron las fracciones cada 5 minutos. La
deteccion de los péptidos se realizé por la absorbancia de la luz UV, a una longitud de onda de 230 nm.
Por ultimo, las fracciones fueron liofilizadas y almacenadas a -80°C para su posterior utilizacion en los

ensayos celulares.

2.2.1 Repurificacion de las fracciones cromatograficas con actividad inmunomoduladora

La repurificacion de las fracciones con actividad inmunomoduladora se realizé por medio de RP-HPLC, en
un cromataégrafo Agilent 1220 con una columna analitica Zorbax 300SB-C18 (4.6 x 250 mm, 300 A), y una
pre-columna Zorbax C18 (4.6 x 12.5 mm, 5um), ambas equilibradas en solucion A. Se empled una
estrategia de trabajo de acuerdo con el tiempo de retencion de cada componente, y se eluyé la fraccion

de interés en un gradiente de solucién B (Martinez, 2010; Bernaldez, 2013).

2.3 Modelo animal

Se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c, de entre 6-8 semanas de edad, con un peso aproximado
de 18-20 gramos. Se mantuvieron en jaulas en una habitacién especializada (Sistema Optimice), con
periodos de luz/oscuridad alternados de 12 horas, a una temperatura de 24°C, proporcionandoles

alimento y agua ad libitum.

2.4 Inoculacion y sacrificio del raton

Para evaluar el efecto del veneno de Conasprella ximenes en la respuesta inmunitaria, asi como para
determinar qué poblaciones celulares del sistema inmunitario innato y adaptativo se ven afectadas, se
realiz6 un primer ensayo con veneno total en donde se administraron 20 uL de Adyuvante Completo de

Freund (ACF) a 8 ratones (n=4), mediante inoculacién en la almohadilla plantar en el dia 1 (NIH, 2019).

Posteriormente, en el dia 7 se administré un refuerzo del ACF; se separaron 4 ratones como grupo control

y 4 ratones para el grupo experimental.
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Al grupo control se le administré una dosis de 10 uL de ACF y 10 pL de solucién salina, y al grupo
experimental se le inoculd una mezcla de 10 pL de ACF con 10 plL de veneno de C. ximenes, a una

concentracion de 200 pg/mL, en la almohadilla plantar (Tabla 1).

Tabla 1. Disefio experimental para la inmunizacion de ratones con veneno total de Conasprella ximenes.

Grupo Sustancia Dosis No. De animales
Emulsién de Adyuvante 20 uL (Img/ml)
Completo de Freund
Control + Dosis 7 dias después: 4
Emulsion de ACF / 10 pL (Img/ml) /
Solucidn salina 10 pL solucidn salina
Emulsién de Adyuvante 20 uL (Img/ml)
Completo de Freund
Experimental + Dosis 7 dias después: 4
Emulsion de ACF / 10 pL (Img/ml) /
Veneno total de C. ximenes 10 pL (200 pg/mL)

2.5 Obtencion de sangre total y suero

Para la obtencion de la sangre total, los ratones se anestesiaron con una combinacién de ketamina (100
mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) en una dosis de 200 uL (100 mg/mL), por via intraperitoneal (i.p.) y se
colocaron sobre su espalda en una tabla de diseccidn. Se rociaron con etanol al 70% para esterilizar el area
y disminuir la probabilidad de contaminacién. La obtencion de la sangre total se realizé mediante coleccién
cardiaca, se utilizé una jeringa de 3 mL con un calibre de 22 Gauche. La aguja se inserta perpendicular al
plano de la mesa a la altura del codo; en donde se localiza el corazén aproximadamente, y se aplica ligera
presion con la jeringa. Una vez que la aguja llega al corazdn, la sangre fluye en la jeringa (Parasuraman

et al., 2010).

Después, la sangre se centrifugd a 2500 rpm por 15 minutos para separar el suero, el cual se colectd y se
almacend a -80°C para su uso en experimentos posteriores. Una vez obtenido el suero, los ratones fueron
sacrificados por dislocacién cervical de acuerdo con el procedimiento establecido en la NOM-062-Z0OO-

1999.
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2.6 Extraccion y disgregacion de ganglios linfaticos

Para la deteccién de las poblaciones de células inmunoldgicas, se utilizaron los ganglios linfaticos popliteos
e inguinales de ratén. Para esto, los ratones fueron colocados en una tabla y rociados con etanol al 70%
para evitar contaminacion. Después, se realizé una incisidn vertical en la parte ventral del ratdn y la piel

fue removida para exponer los ganglios (Figura 4).

axilar
axilar lateral
higado

. . bazo
intestino i
estémago
rifion

superficial inguinal

mesentérico

popliteo

Figura 4. Organos linfaticos de ratén. Diseccién del ratén que muestra los ganglios linfaticos y su localizacién
anatémica. Modificado de Reeves & Reeves, 2001.

Posteriormente, los ganglios se colocaron en una placa y se disgregaron de forma mecanica mediante
maceracion del tejido con ayuda de un émbolo, seguido de una filtracién de la muestra con ayuda de una
jeringa de 3 mL y un filtro para células (Corning ™, poro de 70 um). Los filtrados se colocaron en tubos de
15 mL, y el filtro y la jeringa se lavaron con 2 mL de solucién de Hank (HBSS). Finalmente, el tubo con

células se resuspendid en 1 mL de HBSS, el cual se centrifugd a 800 g (Heraeus) durante 10 minutos a 4°C.

Después, el sobrenadante se decantd, y el sedimento se resuspendio con 1 mL de HBSS para realizar una
tincion con azul de tripano (0.4%) a una dilucién 1:10 (Zazueta, 2017; Cota, 2018). Finalmente, se realizé
un conteo celular con un hematocitémetro y un microscopio dptico compuesto (EVOS, LifeTechnologies)

para determinar el nimero de células por mL.



15

2.7 Evaluacion del balance de células inmunitarias por citometria de flujo

En este ensayo, se evalud el efecto del veneno total en el cambio del nimero de células inmunoldgicas del
grupo experimental con respecto al grupo control, por medio de citometria de flujo (Attune, Applied
Biosystems). Para la identificacion de las células, se utilizaron kits fenotipicos de ratén con anticuerpos
especificos acoplados a fluorocromos (BioLegend y eBioscience), contra los marcadores de las células
inmunitarias del sistema innato y adaptativo a analizar (Tabla 2). Los anticuerpos utilizados corresponden
a las células presentes en ganglios linfaticos. Para el caso de la inmunidad adaptativa, se incluyen los
linfocitos B y T, y para la inmunidad innata se incluyen las células presentadoras de antigeno; células

dendriticas y macréfagos.

Tabla 2. Marcadores para citometria de flujo de las poblaciones inmunolégicas en ganglio de ratén. Se muestran
los anticuerpos para citometria de flujo de macréfagos, células dendriticas convencionales, linfocitos T (cooperadores
y citotoxicos) y linfocitos B. Obtenido de (Carlson et al., 2021). APC; aloficocianina, FITC; isotiocianato de fluoresceina,
PE; ficoeritrina, PE Cy5; ficoeritrina-cianina 5, PE Cy7; ficoeritrina-cianina 7.

Células inmunoldgicas Marcadores celulares Fluorocromos
Macréfagos CD11b*, CD11c*, F4/80* CD11b-PE, CD11c-FITC, F4/80-PE Cy7
Células dendriticas CD11b, CD11c, MHCIF | CD11b-PE, CD11c-FITC, MHCII-PE Cy7
convencionales
Linfocitos T CD3* CD3-PE Cy5
-Linfocitos cooperadores CDh4* CDA4-FITC
-Linfocitos citotoxicos CD8* CD8-APC
Linfocitos B CD19* CD19-PE Cy7
Células inmunoldgicas Marcadores de activacion
Células dendriticas CD86* CD86-APC
Células inmunoladgicas Marcadores de migracion
Linfocitos CD62L* CD62L-PE

2.8 Cultivo celular

Una vez determinado el efecto in vivo del veneno total, se procedid a realizar ensayos en cultivo celular
en lineas celulares especificas de las poblaciones de células inmunitarias que se vieron moduladas. Se
realizaron ensayos de diferenciacién y proliferacion, y se utilizdé la linea celular THP-1 de monocitos

humanos en ambos casos.
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2.8.1 Linea celular THP-1

Para los ensayos de diferenciacién y proliferacién, se sembraron 1x10* células por pozo en una placa de
96 pozos. Se empled medio completo RPMI-1640 (SFB al 10% y antibiotico / antimicético al 1%) en un
volumen de 100 pL, y se incubaron por 24 horas a 372 C a una atmdsfera de CO; al 5%. Transcurrido este
tiempo, y debido a que las células de esta linea celular se encuentran en suspensidn, se centrifugo la placa
a 300 g por 10 minutos a temperatura ambiente, para concentrar las células en el centro de los pozos y

poder realizar un cambio de medio.

2.8.2 Ensayo de citotoxicidad (MTS)

Se evalud el posible efecto citotdxico del veneno total de C. ximenes en la linea celular THP-1. Para esto,
se siguieron las condiciones descritas en el apartado 2.8.1. Posteriormente, se retird el medio y se adiciond
nuevo medio junto con el veneno total a una concentracién de 200 pug/mL en el pozo correspondiente
(Figura 5). La placa se incubd por 24 horas y se procedio a realizar un ensayo de viabilidad celular con 3-

(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS).

" 900000000000

@OO00000000@® | @ Fss

- @UOOOO0O0OVO OO@® @ pmso(cH
90000000000 ® @ Medio RPMI (Blanco)

4 lelelel 1 I | Jelee]

1 10I0I0I0I00I0I0I0I0] | (@ Células sin tratamiento
i:gggggggggg: ‘ Células con veneno total [200 pg/mL]

Figura 5. Disefio experimental del ensayo de citotoxicidad (MTS). Las células con veneno total, asi como los
controles utilizados fueron evaluados por triplicado. PBS; Soluciéon salina amortiguadora de fosfatos 1X estéril, pH
7.4, DMSO; Dimetilsulfoxido al 10%.

Este ensayo se basa en la reduccion del compuesto MTS a formazan, mediante enzimas deshidrogenasas

dependientes de NADPH, en células metabdlicamente activas (Kuete et al., 2017). La densidad dptica fue
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leida a 492 nm en el lector de placas (Epoch, BioTech), y la viabilidad celular se expresé como porcentaje

de células vivas comparadas con el control sin tratamiento.

2.8.3 Evaluacion de las fracciones (Fll — FXIIl) de C. ximenes (febrero 2018)

Se evaluo el efecto de las fracciones obtenidas por RP-HPLC del veneno de C. ximenes en la diferenciacion
de monocitos a macréfagos (febrero 2018). Para esto, se siguieron las condiciones establecidas en el
apartado 2.8.1. Después se retird el medio y se adiciond medio suplementado con forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA), a una concentracion de 50 nM, junto con las fracciones a una concentracion entre 36-50

ug/mLy el veneno total a una concentracion de 200 pg/mL (Figura 6).

FVII (50 pg/mL)

1 2 3 4 5 (] 7 8 9 10 1 12 ‘ PBS
A............ ‘ Sin tratamiento (C-)
‘000000000000 o
- 000000000000
- 000000000000 ©
9000000 ) OOO® @ FrcoumL

O
O

FVIII (50 pg/mL)

PMA (50 nM) (C+) FIX (50 pg/mL)

FII (50 pg/mL) FX (50 pg/mL)

FXI (50 pg/mL)

Q00000 O OO0V ® FIV (50 pg/mL)
1 I I 1] I JO0eee]
900000000000

FXII (36 pg/mL)

FV (50 pg/mL) FXIIl (44 pg/mL)

. FVI (50 pg/mL) ‘ VT (200 pg/mL)

Figura 6. Disefio experimental del ensayo de diferenciacion a macréfagos con fracciones de C. ximenes (febrero
2018). Las fracciones II-XIll, el veneno total y los controles fueron evaluados por triplicado. Las concentraciones
empleadas para cada fraccidn se describen en la parte derecha. Se adicioné PBS en la periferia de la placa para evitar
evaporacion. PBS; Solucion salina amortiguadora de fosfatos 1X estéril, pH 7.4, PMA,; forbol 12-miristato 13-acetato.

La placa se incubd por 48 horas para lograr la diferenciacion de monocitos a macréfagos. Una vez
diferenciados los monocitos a macréfagos, estos cambian su morfologia y se vuelven células adherentes
(Anexo A2). Transcurrido este tiempo, se retird el medio y se lavd la placa con PBS para eliminar todas las
células no adherentes (monocitos sin diferenciar). Posteriormente, se adiciond medio completo (RPMI-
1640) y se realizé un ensayo con MTS. La densidad éptica fue leida a 492 nm en el lector de placas (Epoch,
BioTech), y la diferenciacidn a macroéfagos se expresé en términos de viabilidad celular como el porcentaje

de células vivas comparadas con el control positivo.
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2.8.4 Evaluacion de las subfracciones de C. ximenes (febrero 2018)

Se evaluo el efecto de las subfracciones repurificadas por RP-HPLC de las fracciones FIV, FVI y FX, en la
diferenciacion de monocitos a macrofagos. Para esto, se siguieron las condiciones establecidas en el
apartado 2.8.1. Después, se retird el medio y se adiciond medio suplementado con forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA), a una concentracién de 50 nM, junto con las subfracciones a una concentracién entre 19.5-

50 ug/mL (Figuras 7y 8).

s h e e s e o @ rss @ Fv6 (50 pg/mL)
. . . . . . . . . . . . . ‘ Sin tratamiento (C-) ' FIV.7 (50 pg/mL)
’ . ‘ . . . . O . ’ ‘ . . . PMA (50 nM) (C+) . FIV.8 (50 ug/mL)
‘000000000000
. . . . . . . Q . . O . . ’ FIV.1 (50 pg/mL) ‘ FIV.9 (50 pg/mL)
9000000 ) OO @ V2 (50 pg/mL @ FV.10 (50 pg/m)
Q0000000 OOO® @ Fvscouym) @ V11 (s0ug/m)
G.‘.....OOOO. O FIV.4 (50 pg/mL) . FIV.12 (50 pg/mL)
900000000000
@ V5 (50 ug/ml) @ Fv13(50 pg/ml)
' FIV.14 (50 pg/mL)

Figura 7. Disefio experimental del ensayo de diferenciacién a macréfagos con subfracciones de la fraccion IV de C.
ximenes. Las subfracciones y los controles fueron evaluados por triplicado. Las concentraciones empleadas para cada
subfraccidn se describen en la parte derecha. Se adiciond PBS en la periferia de la placa para evitar evaporacion. PBS;
Solucién salina amortiguadora de fosfatos 1X estéril, pH 7.4, PMA; forbol 12-miristato 13-acetato.

La placa se incubd por 48 horas para lograr la diferenciacion de monocitos a macréfagos. Una vez
diferenciados los monocitos a macréfagos, estos cambian su morfologia y se vuelven células adherentes.
Transcurrido este tiempo, se retiré el medio y se lavo la placa con PBS para eliminar todas las células no

adherentes (monocitos sin diferenciar). Se adiciond medio completo y realizé un ensayo con MTS.

La densidad dptica fue leida a 492 nm en el lector de placas (Epoch, BioTech), y la diferenciacién a
macréfagos se expresé en términos de la viabilidad celular como el porcentaje de células vivas comparadas

con el control positivo.
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Figura 8. Disefio experimental del ensayo de diferenciacién a macréfagos con subfracciones de las fracciones VI y
X de C. ximenes. Las subfracciones y los controles fueron evaluados por triplicado. Las concentraciones empleadas
para cada subfraccidn se describen en la parte derecha. Se adiciond PBS en la periferia de la placa para evitar
evaporacion. PBS; Solucion salina amortiguadora de fosfatos 1X estéril, pH 7.4, PMA,; forbol 12-miristato 13-acetato.

2.8.5 Evaluacion de las fracciones (FIl — FXIIl) de C. ximenes (febrero 2015)

Inicialmente se evalud el efecto de las fracciones obtenidas por RP-HPLC del veneno de C. ximenes en la
diferenciacidon de monocitos a macréfagos, de acuerdo con las condiciones descritas en los apartados 2.8.1
y 2.8.3. (Figura 9). Posteriormente, se evalud el efecto de las fracciones en la proliferacién de los monocitos
THP-1. Para esto, se siguieron las condiciones establecidas en el apartado 2.8.1.Después, se retird el medio
y se adicioné medio completo RPMI-1640, junto con las fracciones a una concentracion entre 15-60 ug/mL

(Figura 9).

La placa se incubd por 48 horas y se realizd una centrifugacion a 300 g por 10 minutos a temperatura
ambiente, para realizar un cambio de medio. Finalmente se adicioné medio completo y se realizdé un
ensayo con MTS. La densidad dptica fue leida a 492 nm en el lector de placas (Epoch, BioTech), y la
proliferacién de monocitos se expresd en términos de la viabilidad celular como el porcentaje de células

vivas comparadas con el control (células sin tratamiento).
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2.8.6 Evaluacion de las subfracciones de C. ximenes (febrero 2015)

Se evalud el efecto de las subfracciones repurificadas por RP-HPLC de las fracciones VIII y Xll en la
proliferacién de monocitos. Para esto, se siguieron las condiciones establecidas en el apartado 2.8.1.
Después, se retird el medio y se adicioné medio completo RPMI-1640, junto con las subfracciones a una
concentracion entre 2-57 ug/mL (Figura 10). La placa se incubd por 48 horas y se realizé una centrifugacion
a 300 g por 10 minutos a temperatura ambiente, para realizar un cambio de medio. Finalmente se adiciond
medio completo y se realizé un ensayo con MTS. La densidad dptica fue leida a 492 nm en el lector de
placas (Epoch, BioTech), y la proliferacién de monocitos se expresé en términos de la viabilidad celular

como el porcentaje de células vivas comparadas con el control (células sin tratamiento).

2.9 Analisis estadistico

Todos los datos generados en los ensayos por citometria y de cultivo celular fueron analizados mediante
una ANOVA de 1 o 2 vias, y se considerd un valor de P menor a 0.05 como significativo. Este analisis, asi

como los graficos, fueron generados mediante el software GraphPad Prism 9.0.1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 . PBS ’ FVII (46 pg/mL)
A......"‘... ‘ Sin tratamiento (C-) O FVIII (27 pg/mL)
::::::8::8:: @ M OC) @ Xy
D..“"Q‘.O“ ’ FlI (60 ug/mL) . FXIl (19 pg/mL)
1 I I IOI0I0000I06] | @ ! (53 pg/mL @ FXii (15 pg/ml)
F...QQOOQQOQ. . FIV (25 pg/mL)
900000000000 | & m;
900000000000

@ V(@6 ug/mL)

Figura 9. Disefio experimental del ensayo de diferenciacién a macréfagos y proliferacion de monocitos con
fracciones de C. ximenes (febrero 2015). Las fracciones y los controles fueron evaluados por triplicado. Se utilizé el
mismo disefio experimental para los ensayos de diferenciacidn y de proliferacidn. Las concentraciones empleadas
para cada fraccion se describen en la parte derecha. Se adiciond PBS en la periferia de la placa para evitar
evaporacion. PBS; Solucion salina amortiguadora de fosfatos 1X estéril, pH 7.4, PMA,; forbol 12-miristato 13-acetato.
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Figura 10. Disefio experimental del ensayo de proliferacion de monocitos con subfracciones del veneno de C.
Xximenes. Las subfracciones y los controles fueron evaluados por triplicado. Las concentraciones empleadas para cada
subfraccidn se describen en la parte derecha. Se adiciond PBS en la periferia de la placa para evitar evaporacion. PBS;
Solucidn salina amortiguadora de fosfatos 1X estéril, pH 7.4.



22

Capitulo 3. Resultados

3.1 Fraccionamiento del veneno

Las fracciones del veneno de Conasprella ximenes fueron obtenidas mediante cromatografia de liquidos
de alta resolucion en fase reversa. Para la primera fase del fraccionamiento, se utilizé6 una muestra de
veneno total (75.6 mg) colectada en febrero de 2018, previamente hidratada con solucién A. Se realizaron
14 corridas con una duracion de 70 minutos, se inyectaron 200 pL de muestra (25 mg/mL), y se

recuperaron las fracciones cada 5 minutos.

En la Figura 11 se muestra el cromatograma representativo de este lote, en donde se obtuvieron 13
fracciones (I-XIll) del veneno total por corrida. Posteriormente, se utilizé un segundo lote de veneno total
(266 mg) colectado en febrero de 2015, de acuerdo con los parametros de colecta anteriormente

mencionados. En la Figura 12 se observa el cromatograma representativo para este segundo lote.
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Figura 11. Perfil cromatografico del veneno total de Conasprella ximenes (febrero 2018). Cromatograma
representativo de 14 corridas obtenidas de 75.6 mg de veneno total. Se colectaron 13 fracciones cada 5 minutos en
una corrida de 70 minutos.
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VT - [26.6 mg/mL]
Inyeccion: 5.32 mg en 200 uL
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Figura 12. Perfil cromatografico del veneno total de Conasprella ximenes (febrero 2015). Cromatograma
representativo de 32 corridas obtenidas de 266 mg de veneno total. Se colectaron 13 fracciones cada 5 minutos en
una corrida de 70 minutos.
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Figura 13. Comparacion de perfiles cromatograficos de veneno total de C. ximenes. Cromatogramas superpuestos
representativos de 2 muestras de veneno total de C. ximenes. El veneno colectado en febrero 2018 se muestra de
color azul y el veneno colectado en febrero 2015 se observa de color verde.
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3.2 Efecto del veneno total de C. ximenes en el balance de células inmunitarias

Para obtener un panorama general del efecto del veneno total de C. ximenes en el sistema inmunitario,
asi como para cumplir con el primer objetivo, se realizé un ensayo in vivo en ratones (BALB/c), para medir
el cambio de células inmunitarias con respecto a dos grupos (control y experimental), por medio de
citometria de flujo. Para esto, se utilizaron los ganglios popliteos e inguinales, y las células obtenidas
fueron contadas con ayuda de un hematocitémetro (Tabla 3). Posteriormente, se realizé la tincién con

anticuerpos contra dichas células y se observo el cambio mediante citometria de flujo.

De acuerdo con los resultados, para el caso de la inmunidad innata, el veneno total no mostré ningln
cambio en la poblacién de células dendriticas del grupo experimental con respecto al grupo control, sin
embargo, se observd una disminucidn en la poblacion de macréfagos del grupo experimental comparado
contra el grupo control (Figura 14). En el caso de la inmunidad adaptativa, las células fueron separadas
como linfocitos T (CD3*) y linfocitos B (CD3°, CD19*). De acuerdo con los resultados, no se observé ningun
cambio en el balance de linfocitos T; tanto cooperativos (CD4*) como citotdxicos (CD8*) (Figuras 15y 17),
ni de linfocitos B (Figuras 16 y 17), con respecto al grupo control. Sin embargo, hubo una disminucion en
la migracion de linfocitos B por parte del grupo experimental; representado como una disminucién de

CD62L, en comparacion con el grupo control (Figura 18).

Tabla 3. Conteo celular de ganglios popliteos e inguinales de los grupos control y experimental

Grupo control No. de células Grupo experimental No. de células
Cc1 17,000,000 VT1 12,500,000
Cc2 16,500,000 VT2 10,500,000
C3 14,250,000 VT3 10,500,000
c4 10,000,000 VT4 19,250,000

3.3 Ensayo de citotoxicidad del veneno total de C. ximenes

Para descartar que la disminucién de macréfagos en el ensayo por citometria se debiera a un posible
efecto citotdxico del veneno total, se realizd un ensayo de viabilidad celular con MTS. Para esto, se
utilizaron monocitos humanos de la linea celular THP. Los resultados de este experimento no mostraron

un efecto citotoxico del veneno total a una concentracion de 200 pg/mL (Figura 19).
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Figura 14. Efecto in vivo del veneno total de Conasprella ximenes, en el balance de macréfagos y células
dendriticas. A) Cambio en la poblacién de macréfagos y células dendriticas del grupo experimental con respecto al
grupo control, mediante la expresién CD11b y CD11c. Macréfagos; CD11b*, CD11c*, Células dendriticas; CD11b",
CD11c*. Citogramas de las 4 réplicas del grupo control (C1-C4) y del grupo experimental (VT1-VT4); correspondiente
a ratones tratados con veneno total [200 ug/mL]. B) Cambio en la poblacién de macréfagos (CD11b*, CD11c*, F4/80%),
células dendriticas convencionales (CD11b", CD11c*, MHC-II*), y células dendriticas activadas (CD86*), del grupo
experimental con respecto al grupo control. Graficas de barra representativas de 4 réplicas por grupo. DC; células
dendriticas, Mo; macréfagos. Prueba estadistica ANOVA de 2 vias. Los resultados estadisticamente significativos se
muestran con asteriscos (**** P < 0.0001).
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3.4 Evaluacion de las fracciones de C. ximenes (febrero 2018) en la linea THP-1

Para cumplir con el segundo objetivo, se probo el efecto de 12 fracciones cromatograficas del veneno de
C. ximenes (lote de febrero de 2018), en la capacidad de estimular o suprimir la diferenciacion de

monocitos a macrdfagos, expuestos a PMA (50 nM).

De acuerdo con los resultados, las fracciones de C. ximenes, asi como el veneno total, no ejercen ningtn
efecto significativo en la diferenciacion de monocitos humanos a las concentraciones probadas. Sin
embargo, se observd una tendencia en algunas fracciones; FIV, FVIIl y FX mostraron un aumento en la
diferenciacidon a macrofagos con respecto al control positivo, mientras que FVI mostré una disminucion

(Figura 20).
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Figura 15. Efecto in vivo del veneno total de C. ximenes, en el balance y migracion de linfocitos T. Cambio en la
poblacién de linfocitos T (cooperadores y citotdxicos), del grupo experimental; correspondiente a ratones tratados
con veneno total [200 pug/mL], con respecto al grupo control. Cambio evaluado mediante la expresion CD4 y CD8, asi
como migracion de linfocitos T mediante expresién de CD62L (observado mediante un cambio de color, en escala de
azul a rojo). Linfocitos cooperadores; CD4*, Linfocitos citotdxicos; CD8*, Marcador de migracion; CD62L*. Citogramas
de las 4 réplicas del grupo control (C1-C4) y del grupo experimental (VT1-VT4).
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Figura 16. Efecto in vivo del veneno total de C. ximenes, en el balance y migracién de linfocitos B. Cambio en la
poblacién de linfocitos B del grupo experimental; correspondiente a ratones tratados con veneno total [200 pg/mL],
con respecto al grupo control. Cambio evaluado mediante la expresion de CD19, asi como su activacién mediante la
expresién de CD62L. Citogramas de las 4 réplicas del grupo control (C1-C4) y del grupo experimental (VT1-VT4).
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Figura 17. Efecto del veneno total de C.ximenes en el balance de células inmunitarias adaptativas. Cambio en la
poblacién de linfocitos T (CD3*); tanto cooperadores (CD4*), como citotdxicos (CD8*), asi como de linfocitos B (CD19%),
del grupo experimental; correspondiente a ratones tratados con veneno total [200 pug/mL], con respecto al grupo
control. Graficas de barra representativas de 4 réplicas por grupo. Prueba estadistica ANOVA de 2 vias.
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Figura 18. Efecto del veneno total de C. ximenes en la migracidn de células inmunitarias adaptativas. Porcentaje de

migracion de linfocitos T coop

eradores (CD4*, CD62L"), citotoxicos (CD4*, CD62L*) y linfocitos B (CD4*, CD62L*).

Graficas de barra representativas de 4 réplicas del grupo control y del grupo experimental; correspondiente a ratones
tratados con veneno total [200 ug/mL]. Prueba estadistica ANOVA de 2 vias. Los resultados estadisticamente
significativos se muestran con asterisco (*P < 0.05).
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Figura 19. Ensayo de citotoxicidad del veneno total de C. ximenes en monocitos THP-1. Se sembraron en placa de
96 pozos, 1x10* células por pozo en un volumen de 100 pL. Gréficas de barras representativas de 3 réplicas por grupo.
Control positivo: DMSO, Blanco: medio RPMI-1640, Control: células sin tratamiento, Experimental: células tratadas
con veneno total [200 ug/mL]. Prueba estadistica ANOVA de 1 via. No se muestra ninguna diferencia significativa (ns)
con respecto al grupo experimental tratado con veneno total y al grupo control sin tratamiento.
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3.5 Repurificacion de las fracciones IV, Vl y X (febrero 2018)

Para continuar con el analisis, se probd el efecto de las subfracciones cromatograficas de las fracciones IV,
VI y X, previamente analizadas en ensayos de cultivo celular. Las fracciones fueron repurificadas por RP-
HPLC de acuerdo con lo establecido en el apartado 2.2.1. El gradiente de elucién utilizado para cada
fraccion se muestra en la Tabla 4, y los perfiles cromatograficos de las 3 fracciones utilizadas se muestran

en las figuras 21, 22 y 23 respectivamente.

3.6 Evaluacion de las subfracciones de FIV, FVl y FX (febrero 2018)

De acuerdo con los resultados en los ensayos de cultivo celular, para la fraccion IV, no se observa ningln
cambio significativo en la diferenciacién de monocitos entre las subfracciones probadas, al compararlas
contra el control positivo. Sin embargo, se observa una tendencia al alza en la subfraccion FIV.2 (P=0.4436)
(Figura 24). Para la fraccidon VI, tampoco se observd cambio significativo alguno, no obstante, las
subfracciones FVI.2 y FVI.4 mostraron una tendencia al aumento (P=0.2385 y P=0.2286, respectivamente),
mientras que FVI.6 mostré una tendencia a disminuir (P=0.3472) (Figura 25). De igual forma, para la
fraccion X, no se observé cambio significativo alguno en comparacion con el control positivo, sin embargo,
se observé una tendencia a disminuir al utilizar las subfracciones FX.7 y FX.11/12/13 (P=0.0532 y P=0.1389,

respectivamente) (Figura 26).

3.7 Evaluacion de las fracciones de C. ximenes (febrero 2015) en la linea THP-1

3.7.1 Ensayo de diferenciacion de monocitos a macréfagos

Debido a que el veneno total del primer lote (febrero 2018) se termind en los ensayos de cultivo celular,
se procedid a repurificar un segundo lote (febrero 2015) de veneno total de C. ximenes. De forma similar
a lo descrito en el apartado 2.4, se probd el efecto de 12 fracciones cromatograficas en la capacidad de
estimular o suprimir la diferenciacion de monocitos a macrdfagos, expuestos a PMA (50 nM). Inicialmente
se analizo el efecto de la fraccion X, al ser la que tuvo una tendencia al alza (P=0.0629), en los experimentos
de cultivo celular con el lote anterior. Sin embargo, no hubo diferencia significativa al compararla con el

control positivo (Figura 27).
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Posteriormente, se probd el efecto de las fracciones restantes, y se observé una tendencia al alza en la
fraccion Xl (P= 0.0648). No obstante, ninguna fraccion mostré una diferencia significativa con respecto al

control positivo (Figura 27).

3.7.2 Ensayo de proliferacion de monocitos a macrofagos

Debido a que los ensayos previos en cultivo celular no mostraban un efecto en diferenciar los monocitos
a macrofagos, se decidid probar el efecto de las fracciones en la proliferacién de los monocitos, de acuerdo
con la metodologia descrita en el apartado 2.8.5. De acuerdo con los resultados, la fraccion VIl del segundo
lote de veneno total de C. ximenes, mostré un aumento significativo (P= 0.0464), con respecto al control

negativo (Figura 28).

3.8 Repurificacion de las fracciones Vil y XlI (febrero 2015)

Tomando en cuenta que la fraccién Xll tuvo una tendencia al alza en el ensayo de diferenciacion (Figura
27), se opto por repurificarla junto con la fraccidn VIII; la cual mostré un aumento significativo (P= 0.046),
con la finalidad de probar las subfracciones en un ensayo de proliferacién de monocitos. Las fracciones

fueron repurificadas por RP-HPLC de acuerdo a lo establecido en el apartado 2.2.1.

El gradiente de elucidon utilizado para repurificar cada fraccién se muestra en la Tabla 5, y los perfiles
cromatograficos obtenidos de las dos fracciones utilizadas se muestran en las figuras 28 y 29

respectivamente.

3.9 Evaluacion de las subfracciones de FVIll y FXII (febrero 2015)

De acuerdo con los resultados, las subfracciones FVIII.2 y FVIII.3 mostraron un aumento significativo
(P=0.0151 y 0.0160, respectivamente), en la proliferacién de monocitos con respecto al control (Figura

31). No obstante, ninguna subfraccion de la fraccion XIl mostré un efecto.
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Figura 20. Evaluacién de las fracciones del veneno de C. ximenes (febrero 2018), en la diferenciacion de monocitos
de la linea THP-1. Se sembraron en placa de 96 pozos, 1x10* células por pozo en un volumen de 100 pLy se incubaron
con PMA [50 nM] por 48h. Ensayo de diferenciacién por MTS (A=492 nm). Gréficas de barra representativas de 3
réplicas por fraccion. Prueba estadistica ANOVA de 1 via. No se muestra ninguna diferencia significativa (ns) entre las
células tratadas con fracciones y veneno total con respecto al control positivo.

Tabla 4. Gradiente de elucion empleado para repurificacion de las fracciones IV, VIl y X. Solucién A: H,0/ TFA 0.1 %,
Solucién B: ACN/ TFA 0.1%.

FIV FVI FX

0-5 100 0 0-5 100 0 0-5 100 0
5-35 70 30 5-35 70 30 5-65 40 60
35-40 0 100 35-40 0 100 65-70 0 100
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Figura 21. Perfil cromatografico de la fraccidn IV del veneno de C. ximenes (febrero 2018). Se inyectaron 114.2 ug

y se obtuvieron 14 subfracciones (FIV.1-FIV.14).
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Figura 22. Perfil cromatografico de la fraccidn VI del veneno de C. ximenes (febrero 2018). Se inyectaron 104.4 ug
en 2 corridas (52.2 ug por corrida) y se obtuvieron 7 subfracciones (FVI.1-FVI.7).
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Figura 23. Perfil cromatografico de la fraccion X del veneno de C. ximenes (febrero 2018). Se inyectaron 78.6 ugy
se obtuvieron 13 subfracciones (FX.1-FX.13). A) Cromatograma de los primeros 30 minutos de elucién. B)
Cromatograma de elucién del minuto 30 al 70.
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Figura 24. Evaluacion de las subfracciones de FIV del veneno de C. ximenes, en la diferenciacién de monocitos de
la linea THP-1. Se sembraron en placa de 96 pozos, 1x10* células por pozo en un volumen de 100 plL y se incubaron
con PMA [50 nM] por 48h. Ensayo de diferenciacién por MTS (A=492 nm). Graficas de barra representativas de 3
réplicas por subfraccion. Prueba estadistica ANOVA de 1 via. No se observa diferencia significativa (ns) entre las
células tratadas con subfracciones con respecto al control positivo.

3.10 Evaluacion de las subfracciones de FVIII.2 y FVIII.3 (febrero 2015)

Para continuar con los ensayos en cultivo celular, se repurificd la fraccion VIII por RP-HPLC. Las
subfracciones FVIII.2 y FVIII.3 se separaron parcialmente, y se colectaron individualmente en 4
subfracciones; FVIIL.2.1, FVIIL.2.2, FVIIL.3.1 y FVIII.3.2 (Figura 32). Posteriormente, se evalud el efecto de

estas subfracciones en la proliferacion de monocitos.

De acuerdo con los resultados del ensayo de cultivo celular, las 4 subfracciones mostraron un aumento
significativo en la proliferacién de monocitos en comparacion con el control, en donde FVIII.2.2 y FVIII.3.1
mostraron un mayor efecto (Figura 33). Posteriormente, se determind el porcentaje de solucién B al cual
eluyeron las subfracciones (Tabla 6), a manera de repurificar y aislar las subfracciones de forma individual

por medio de RP-HPLC empleando una nueva estrategia de trabajo.
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Para esto, se utilizd el método isocratico, el cual mantiene constante el porcentaje del solvente (fase
movil), en un tiempo determinado. Sin embargo, no se lograron separar las subfracciones al utilizar un
porcentaje de solucidon B del 26% en 30 minutos, de acuerdo con lo observado en la Figura 34. Para
continuar con el analisis de las subfracciones, se concentrd y repurificé mas fraccion VIl y se obtuvo el
cromatograma correspondiente a la Figura 35. Las subfracciones FVIIL.1, FVIII.2.1 y FVIII.2.2 fueron
analizadas en cultivo celular y de acuerdo con los resultados, no se observé diferencia significativa alguna

en comparacién con el control (Figura 36).
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Figura 25. Evaluacion de las subfracciones de FVI del veneno de C. ximenes, en la diferenciacién de monocitos de
la linea THP-1. Se sembraron en placa de 96 pozos, 1x10* células por pozo en un volumen de 100 plL y se incubaron
con PMA [50 nM] por 48h. Graficas de barra representativas de 3 réplicas por subfraccion. Prueba estadistica ANOVA
de 1 via. No se muestra ninguna diferencia significativa (ns) entre las células tratadas con subfracciones con respecto
al control positivo.
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Finalmente, se optd por volver a mezclar las subfracciones FVIII.2.1 y FVIII.2.2, y probarlas de nuevo, esto
con la finalidad de determinar si en conjunto recuperaban el efecto de aumentar la proliferacién de
monocitos, anteriormente evaluado. De acuerdo con los resultados, al analizar la mezcla de subfracciones
(FVI1.2), se observé un aumento significativo en comparacién con el control, correspondiente a células sin

tratamiento (Figura 37).
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Figura 26. Evaluacion de las subfracciones de FX del veneno de C. ximenes, en la diferenciacién de monocitos de la
linea THP-1. Se sembraron en placa de 96 pozos, 1x10* células por pozo en un volumen de 100 plL y se incubaron con
PMA [50 nM] por 48h. Graficas de barra representativas de 3 réplicas por subfraccion. Prueba estadistica ANOVA de
1 via. No se muestra ninguna diferencia significativa (ns) entre las células tratadas con subfracciones con respecto al
control positivo.
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Figura 27. Evaluacion de las fracciones del veneno de C. ximenes (febrero 2015), en la diferenciacion de monocitos
de la linea THP-1. Se sembraron en placa de 96 pozos, 1x10* células por pozo en un volumen de 100 pLy se incubaron
con PMA [50 nM] por 48h. Graficas de barra representativas de 3 réplicas por fraccién. A) Ensayo con fracciones Xy
XI. B) Ensayo con fracciones II-IX, XIl y XlIl. Prueba estadistica ANOVA de 1 via. No se muestra ninguna diferencia
significativa (ns) entre las células tratadas con fracciones y veneno total con respecto al control positivo.
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Figura 28. Evaluacion de las fracciones del veneno de C. ximenes (febrero 2015), en la proliferacién de monocitos
de la linea THP-1. Se sembraron en placa de 96 pozos, 1x10* células por pozo en un volumen de 100 pLy se incubaron
por 48h. Ensayo de proliferacion por MTS (A=492 nm). Graficas de barra representativas de 3 réplicas por fraccion.
Prueba estadistica ANOVA de 1 via. La FVIIl mostré un aumento significativo (P= <0.05) con respecto al grupo control,
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correspondiente a células sin ningun tratamiento.

Tabla 5. Gradiente de elucion empleado para repurificacion de las fracciones VIl y XIl. Solucién A: H,O/ TFA 0.1%,

Solucién B: ACN/ TFA 0.1%

0-5 100 0 0-5 100 0
5-40 80-55 20-45 5-40 60-40 40-60
40-45 0 100 40-45 0 100
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Figura 29. Perfil cromatografico de la fraccidn Vil del veneno de C. ximenes (febrero 2015). Se inyectaron 43.6 ug
y se obtuvieron 8 subfracciones (P1-P8).
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Figura 30. Perfil cromatografico de la fraccién Xl del veneno de C. ximenes (febrero 2015). Se inyectaron 30.8 ug
y se obtuvieron 5 subfracciones (P1-P5).
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Figura 31. Evaluacidn de las subfracciones de FVIIl y FXIl del veneno de C. ximenes, en la proliferacion de monocitos.
Se sembraron en placa de 96 pozos, 1x10* células por pozo en un volumen de 100 pl y se incubaron por 48h. Ensayo
de proliferacion por MTS (A=492 nm). Graficas de barra representativas de 3 réplicas por subfraccién. Prueba
estadistica ANOVA de 1 via. Las subfracciones FVIII.2 y FVIII.3 mostraron un aumento significativo (P= <0.05) con
respecto al grupo control, correspondiente a células sin ningln tratamiento.
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Figura 32. Perfil cromatografico de la primera repurificaciéon de fraccion VIII de C. ximenes (febrero 2015). Se
inyectaron 43.6 ug y las subfracciones FVIIL.2 y FVIII.3 se separaron parcialmente en 4 subfracciones; FVIII.2.1,

FVII1.2.2,

FVIIL.3.1y FVIIL3.2.
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Figura 33. Evaluacidn de las subfracciones FVII1.2.1, FVII1.2.2, FVII1.3.1 y FVIII.3.2, en la proliferacion de monocitos.
Se sembraron en placa de 96 pozos, 1x10* células por pozo en un volumen de 100 pl y se incubaron por 48h. Ensayo
de proliferacion por MTS (A=492 nm). Graficas de barra representativas de 3 réplicas por subfraccién. Prueba
estadistica ANOVA de 1 via. Las 4 subfracciones analizadas mostraron un aumento significativo (P= <0.05) con
respecto al grupo control, correspondiente a células sin ningln tratamiento.

Tabla 6. Porcentaje de elucion en solucion B de las subfracciones de C. ximenes.

Subfraccion Inicio de elucion en solucién B
FVIIl.2.1 28.03 %
FVIII.2.2 29.06 %
FVIII.3.1 29.58 %
FVIII.3.2 29.84 %
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Figura 34. Perfiles cromatograficos de la repurificacion de las subfracciones FVIII.2 y FVIII.3 de C. ximenes, por
método isocratico. Se repurificaron las subfracciones A) FVIII.2 y B) FVIII.3 mediante RP-HPLC, se inyectaron 23y 28.8
pg en 200 pL respectivamente. Se utilizé un porcentaje constante de solucién B al 26% por 30 minutos.
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Figura 35. Perfil cromatografico de la segunda repurificacion de fraccion VIl de C. ximenes (febrero 2015). Se
inyectaron 117.6 pg y se obtuvieron la subfracciones FVIII.1 y FVIIL.2. Asimismo, la subfraccién FVIIL.2 se separd
parcialmente en 2 subfracciones; FVIII.2.1y FVIII.2.2.
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Figura 36. Evaluaciéon de las subfracciones FVIII.1, FVIIl.2.1 y FVIIl.2.2, en la proliferacion de monocitos. Se
sembraron en placa de 96 pozos, 1x10* células por pozo en un volumen de 100 pL y se incubaron por 48h. Ensayo de
proliferacion por MTS (A=492 nm). Gréficas de barra representativas de 3 réplicas por subfraccién. Prueba estadistica
ANOVA de 1 via. Las 3 subfracciones analizadas no mostraron una diferencia significativa (P= <0.05) con respecto al
grupo control, correspondiente a células sin ningun tratamiento.
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Figura 37. Evaluacion de la subfraccion FVIII.2, en la proliferacién de monocitos. Se sembraron en placa de 96 pozos,
1x10* células por pozo en un volumen de 100 pL y se incubaron por 48h. Ensayo de proliferacion por MTS (A=492
nm). Graficas de barra representativas de 3 réplicas por subfraccion. Prueba estadistica ANOVA de 1 via. La mezcla
de la subfraccién FVIII.2 analizada mostré un aumento significativo (P= <0.05) con respecto al grupo control,

correspondiente a células sin ningun tratamiento.
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Capitulo 4. Discusion

El veneno de los caracoles cono posee una amplia variedad de moléculas con potencial terapéutico.
Dependiendo del género, estos caracoles se alimentan de distintas presas y utilizan diferentes estrategias
de caza, lo que explica la gran diversidad de potenciales compuestos farmacoldgicos presentes en su
veneno (Terlau, 2004). Asimismo, estos compuestos presentan distintas dianas moleculares; siendo los
canales idnicos las principales, lo que permite utilizar las toxinas presentes en el veneno como potenciales
moléculas inmunomoduladoras, para el desarrollo de terapias contra diversas patologias. En el presente
trabajo se evalud el efecto in vivo del veneno total de Conasprella ximenes en el balance de células
inmunitarias, asi como el efecto de las fracciones cromatograficas en la diferenciacion y proliferacion de

monocitos de la linea THP-1.

Para cumplir con el primer objetivo, se evalud el efecto in vivo del veneno total en el balance de distintas
células inmunitarias innatas y adaptativas. Inicialmente se inoculd adyuvante completo de Freund (ACF) a
los ratones, el cual funciona como un inmunoactivador y favorece la inmunidad celular (Batista-Duharte
et al.,, 2014). Posteriormente, se inyectd un refuerzo del adyuvante junto con el veneno total a una
concentracion de 200 pg/mL, mediante administracion en la almohadilla plantar. Este tipo de
administracién afecta principalmente a los ganglios popliteos e inguinales, lo que permite estudiar una
respuesta inmunoldgica celular localizada (Kamala, 2007). Debido a lo anterior, se opté por seleccionar
aquellas células que migran a ganglios linfaticos durante un proceso infeccioso; macréfagos y células
dendriticas (APC) para la inmunidad innata, y linfocitos T y B para la inmunidad adaptativa. De acuerdo
con los resultados, para la inmunidad innata, se observé una disminucidn significativa en la poblacién de
macréfagos con respecto al grupo control (Figura 14), mientras que, para la inmunidad adaptativa, se

observé una disminucion significativa en la poblacién de linfocitos B (Figuras 17 y 18).

En un trabajo presentado por Fiahlo et al (2011), se realizé un experimento in vivo para observar el balance
y activacién de células inmunitarias, con veneno de escorpién (Tityus serrulatus), a una concentracion
similar (200 ug/mL). De acuerdo con sus resultados, se observé una disminucidn general de las células
analizadas; especialmente macréfagos, en tejido peritoneal y se observd una disminucion de las células en
ganglios linfaticos inguinales, seguido de una repoblaciéon a los 360 minutos. De igual forma, se encontré
una disminucion en el total de células en el bazo. Lo anterior sugiere una migracion de los macréfagos a
los ganglios linfaticos. Sin embargo, de acuerdo con los resultados del ensayo con veneno de C. ximenes,

se observa un efecto opuesto al presentado en dicho estudio.
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Una explicacién es que el veneno de C. ximenes posea un efecto citotdxico, lo que explicaria la disminucién
global de las células del grupo experimental con respecto al grupo control (Tabla 3). Los canales idnicos;
los principales blancos moleculares de los péptidos presentes en el veneno de los conos, controlan
distintas funciones en las células, entre las que se incluyen la proliferacion y la apoptosis (De Jonge y Ulloa,
2007; Kondratskyi et al., 2015). En 2011, Oroz-Parra evalué el efecto citotoxico del veneno de Conasprella
ximenes, en una linea celular de cancer de colon. De acuerdo con los resultados, distintas subfracciones
lograron disminuir la viabilidad celular hasta un 42%. En este sentido, existe la posibilidad de que algunos
péptidos presentes en el veneno promuevan la muerte de las células inmunitarias y/o inhiban la

proliferacioén celular.

Por otra parte, los anticuerpos marcados con fluorocromos empleados para la deteccidén de macroéfagos
(CD11b*, CD11c*, F4/80%), corresponden a macréfagos con el fenotipo proinflamatorio M1 (Misharin et al.,
2013; Yu et al., 2016). Se ha reportado que distintos canales idnicos; entre ellos los de potasio y calcio, asi
como los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR), se encuentran involucrados en la activacion y
polarizacidn de los macréfagos (Selezneva et al., 2022). Por lo tanto, es posible que el veneno contenga
toxinas capaces de polarizar a los macréfagos, es decir, promover un cambio en el fenotipo
proinflamatorio M1 hacia un perfil antiinflamatorio M2, lo que podria explicar la disminucién en la

poblacién de macrofagos del grupo experimental.

Otra explicaciéon a la disminucidon de macrofagos en el grupo experimental podria deberse a que estas
células se concentren en el sitio de administracién del veneno (almohadilla plantar). Si bien los macréfagos
son células presentadoras de antigeno, constituyen Unicamente del 1-2% de células presentes en ganglios
linfaticos de ratdn, por lo que es probable que permanezcan en el sitio de inoculacién promoviendo la
inflamacién y fagocitosis de células apoptdticas y/o necrdticas (Barker et al., 2002). En otro trabajo
realizado in vivo, se estudid el patron de migracidén de los macrofagos, y se observé que, tras la induccion
de peritonitis con tioglicolato en ratones, los macrdfagos proinflamatorios alcanzaban niveles basales en
ganglios linfaticos a partir del dia 5 posterior a la induccién, mientras que estas células permanecieron

aumentadas hasta 14 dias en el sitio de administracion (Gautier et al., 2013).

Asimismo, se observd una disminucidn en la poblacién de linfocitos B, la cual aparenta ser explicada por
una disminucidn en la migracion de estas células. Para realizar este analisis, se utilizé un anticuerpo contra
CD62L; un marcador de superficie expresado en los linfocitos, que juega un rol importante en la migracion
de los mismos hacia los ganglios linfaticos. Sin embargo, este marcador por si solo no es suficiente para

evaluar el proceso de migracién de los linfocitos, por lo que se requiere analizar otros marcadores.
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Por otra parte, similar a lo explicado para los macréfagos, es probable que el veneno posea un efecto
citotoxico contra los linfocitos B. En un estudio realizado con veneno total de Conus textile, se evalud el
efecto apoptético del veneno crudo, en células derivadas de pacientes con leucemia linfocitica crénica.
Los resultados mostraron una disminucién significativa de linfocitos B, en donde se utilizaron

concentraciones de 100 y 200 ug/mL (Salimi et at., 2021).

Una vez explorado el efecto in vivo del veneno, y dado que el propdsito del proyecto es contribuir al
desarrollo futuro de terapias en humanos, se optd por continuar los ensayos in vitro con una linea celular
de monocitos humanos (THP-1). Es importante recalcar que dependiendo del conjunto de sefales
presentadas, los monocitos poseen la capacidad de diferenciarse en células dendriticas o macréfagos;
células presentadoras de antigeno, que resultan clave en el desarrollo de la inmunidad innata y en la

activacion de la adaptativa (Chomarat et al., 2000; Yang et al., 2014).

Para descartar que el veneno tuviera un efecto citotdxico, se realizé un ensayo de viabilidad celular
mediante MTS (Figura 19), y de acuerdo con los resultados, no se observé ninguna diferencia significativa
en comparacion con el control. Posteriormente, se evalud el efecto de las fracciones cromatograficas del
veneno de C. ximenes colectado en febrero 2018, en la diferenciacion de monocitos a macréfagos. En este
sentido, se buscaba ver si las fracciones lograban potenciar o inhibir el efecto del forbol miristato acetato
(PMA); un activador de la proteina cinasa C, el cual es capaz de promover la diferenciacion de macrdéfagos.
De acuerdo con los resultados (Figura 20), no hubo diferencias significativas en ninguna fraccién con
respecto al control positivo correspondiente a células tratadas con PMA. Sin embargo, algunas fracciones
mostraron una tendencia al alza; FIV, FVIIl y FX, las cuales fueron repurificadas y probadas mediante el
mismo ensayo de diferenciacion a macréfagos. A pesar de lo anterior, los resultados obtenidos no
mostraron una diferencia significativa en ninguna subfraccién al compararla con el control positivo (Figuras
24, 25y 26). Ante esta situacion, se decidid analizar las fracciones para determinar si mostraban efecto en

la proliferacidon de monocitos.

No obstante, el material inicial de trabajo; correspondiente a las fracciones cromatograficas del veneno
colectado en febrero 2018, se agoto en los ensayos de cultivo celular, por lo que fue necesario probar otra
alicuota. De forma similar al veneno de 2018, un nuevo lote de veneno total colectado en febrero 2015 se
fracciond y se probd en la diferenciaciéon de monocitos a macréfagos, en la linea celular THP-1. De acuerdo
con los resultados (Figura 20 y 27), existe una diferencia entre las fracciones de los distintos lotes que
mostraron una tendencia en la diferenciacion de monocitos. En la Figura 13, se realizé6 una comparacion

entre dos cromatogramas representativos para los lotes de veneno total de febrero 2018 y 2015, y se
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observa un cambio en la proporcién de distintos picos cromatograficos, asi como un desplazamiento en
los tiempos de retencidn. Estas variaciones podrian explicar la diferencia entre fracciones de distintos
lotes. Asimismo, se ha reportado que en distintas especies de caracoles cono, existen variaciones
intraespecificas en los componentes del veneno incluso entre distintos especimenes pertenecientes a la
misma especie. Estos cambios a su vez podrian explicarse por la diferencia de edad, sexo, ubicacion
geografica y estacion del afio en que fueron colectados (Dutertre etal.,, 2010; Dutt etal.,, 2019).
Finalmente, debido a que las alicuotas de veneno fueron proporcionadas ya procesadas y liofilizadas,
factores como la manipulacién de las muestras y el almacenaje de las mismas, pueden influir en la

estabilidad de la muestra, y, por ende, en los resultados.

Posteriormente, se decidid realizar nuevamente el ensayo de diferenciaciéon de macréfagos, pero con la
nueva alicuota de veneno total (febrero 2015). De acuerdo con los resultados, ninguna fraccion mostré
una diferencia significativa, sin embargo, se encontrd una tendencia al alza en la fraccién XII (Figura 27).
Al mismo tiempo, se optd por probar las fracciones en la proliferacion de monocitos, y de acuerdo con los
resultados, la fraccion VIII mostré un aumento significativo al compararla con el control (Figura 28). Con
base en lo anterior, las fracciones VIII y XlI se repurificaron y evaluaron en la proliferacién de monaocitos
de forma similar. A partir de dicho analisis, las subfracciones FVIII.2 y FVIII.3 mostraron un aumento
significativo con respecto al control (Figura 31). Para continuar con el andlisis de las subfracciones, se
concentré mas fraccion VIl a partir del veneno total y se repurificd. Sin embargo, no fue posible separar
la subfraccion FVIIL3 por el mismo método de gradiente. En HPLC, el método de gradiente consiste en la
separacion de la muestra, en el que la composicidn de la fase movil (dos o mas solventes que difieren en
su hidrofobicidad), cambia durante el andlisis. Este método es Uutil para separar compuestos cuya
hidrofobicidad varia ampliamente. Por otra parte, el método isocratico mantiene la fase movil constante
durante el proceso (Skoog et al, 2017). Al encontrarse las subfracciones FVIII.2 y FVIII.3 tan proximas, asi
como la dificultad presentada para separar la FVIII.3 en FVIII.3.1 y FVIII.3.2 por el método de gradiente, se
opto por utilizar el método isocratico, con la finalidad de aislar cada pico cromatografico. No obstante, a

pesar de esta estrategia, no se separaron individualmente.

Es probable que las subfracciones FVIII.3.1 y FVIII.3.2 posean una secuencia aminoacidica y estructura
bioquimica muy similares, lo que podria explicar la proximidad de estos péptidos durante la elucién, los
cuales se ven reflejados como dos picos cromatograficos superpuestos (Figura 35). Asimismo, posterior a
la repurificaciéon de la fraccion VIII, se evaluaron las subfracciones FVIII.2.1 y FVIII.2.2 en la proliferacion de

monocitos, en donde no se observé una diferencia significativa en comparacion con el control (Figura 36).
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Sin embargo, al unir las dos subfracciones y probarlas de nuevo en conjunto, estas recuperaron su efecto
(Figura 37). Lo anterior sugiere que estas fracciones tienen un efecto de sinergia en la proliferacién de
monocitos. De forma similar a los macrdéfagos, los monocitos expresan distintos canales idnicos que
controlan procesos como maduracion, proliferacién, activacion y diferenciacién, entre otros.
Especificamente para los monocitos THP-1, se ha reportado que estos expresan canales de potasio, calcio,
cloro y canales catiénicos no selectivos, por mencionar algunos. Asimismo, se ha reportado que al
diferenciarse las células THP-1 en macrdfagos, la expresion de estos canales se ve modulada, es decir,
algunos pueden dejar de expresarse o nuevos canales pueden manifestarse (DeCoursey et al., 1996; Kim

et al., 1996).

Por lo anterior, y de acuerdo con los resultados, es probable que algunas de estas toxinas actien en canales
idnicos involucrados en la proliferacién celular de monocitos, pero que no promuevan la diferenciacion de
estos o, en su defecto, que las propias células no expresen los blancos moleculares relacionados con la

diferenciacidon a macroéfagos.
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Capitulo 5. Conclusiones

El veneno total de Conasprella ximenes disminuyé la poblacién de macréfagos (P=<0.0001), en los ensayos
in vivo realizados en ratones BALB/c. Aunque el veneno total incluye una mezcla de compuestos diversos,
esta constituido mayoritariamente por péptidos que se encargan de las distintas actividades bioldgicas. Es
probable que ciertas toxinas promovieran la disminucidn en los macréfagos, sin embargo, se requiere
realizar mas ensayos in vivo para descartar un efecto de citotoxicidad y para aislar e identificar los

componentes responsables del efecto.

Las fracciones cromatograficas del veneno de C. ximenes (2018), no mostraron un efecto en la
diferenciacidon de monocitos a macréfagos. De igual forma, al emplear una nueva alicuota de veneno total

(2015), no se observd un cambio en la diferenciacidén de los monocitos.

Por otra parte, la fraccion VIl mostré un aumento en la proliferacion de monocitos (P= <0.05). Asimismo,
las subfracciones FVIII.2 y FVIII.3; repurificadas a partir de la fraccién VIII, promueven la proliferacion de
monocitos de la linea celular THP-1. FVIII.2.1 y FVIII.2.2 no mostraron efecto por separado, sin embargo,
unidas recuperaron su actividad en la proliferacion de monocitos. Lo anterior implica un efecto de sinergia
por parte de estos péptidos. FVIII.3.1 y FVIII.3.2 mantienen el efecto en la proliferacidn, sin embargo,
debido a su proximidad y propiedades bioquimicas, no fue posible separarlos. Se requiere emplear otras

técnicas para aislarlos e identificar su secuencia peptidica.

En conjunto, los resultados presentados en este proyecto sugieren que algunas toxinas presentes en el
veneno de C. ximenes, poseen actividad inmunomoduladora. En este sentido, es necesario realizar mas
experimentos a manera de utilizar estos péptidos como potenciales agentes farmacoldgicos, para el futuro

desarrollo de diversas terapias contra infecciones o padecimientos relacionados al sistema inmunoldgico.
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Anexos
A.1 Andlisis multiparamétrico de linfocitos por citometria de flujo.
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Figura 38. Citogramas de puntos del analisis de linfocitos. Seleccién de la poblacién de linfocitos; comparacién de
tamaiio (drea) contra granularidad (area). Citogramas de las 4 réplicas del grupo control (C1-C4) y del grupo

experimental (VT1-VT4).
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Figura 39. Citograma de puntos del analisis de linfocitos T y linfocitos B. Seleccién de la poblacién de linfocitos T
(CD3*) y de linfocitos B (CD3°), mediante la expresién de CD3 contra granularidad (area). Citogramas de las 4 réplicas

del grupo control (C1-C4) y del grupo experimental (VT1-VT4).
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A.2 Diferenciacion de monocitos THP-1 a macroéfagos.

B) Q)

Figura 40. Diferenciacion morfolégica de monocitos THP-1 tratados con PMA y fracciones del veneno de C. ximenes.
Se sembraron en placa de 96 pozos, 1x10* células por pozo en un volumen de 100 puL. Todas las células tratadas con
fracciones y el control positivo fueron tratados con PMA a una concentracién de 50 mM, y se incubaron por 72h para
su diferenciacion de monocitos a macréfagos. A) Control negativo: células sin tratamiento. B) Control positivo: células
tratadas con PMA. C) PMA + Fll (50 ug/mL). D) PMA + Fill (50 ug/mL). E) PMA + FIV (50 pg/mL). F) PMA + FV (50
pg/mL). G) PMA + FVI (50 pug/mL). H) PMA + FVII (50 pg/mL). 1) PMA + FVIII (50 pg/mL). J) PMA + FIX (50 pg/mL). K)
PMA + FX (50 pg/mL). L) PMA + FXI (50 pg/mL). M) PMA + FXII (36 pg/mL). N) PMA + FXIII (44 ug/mL). O) PMA + VT
(200 pg/mL).



