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RESUMEN de la tesis débijail Guillén Lopez, presentada como requisito parcial para la
obtencion del grado de MAESTRO EN CIENCIAS en ciasde la vida con orientacion en
Biotecnologia Marina. Ensenada, Baja Californiaiduale 2011.

CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE TOXINAS DEL VENENO D EL CARACOL
MARINO Conus californicusQUE INTERACTUAN CON EL ANALOGO DEL
RECEPTOR DE ACETILCOLINA AChBP

Resumen aprobado por:

Dr. Alexei Feddrovish Licea Naro
Directar desis

Los caracoles marinos del gén€onussintetizan venenos como defensa contra sus
depredadores o para la caza de sus presas. EStesteon altamente potentes y especificas y
se denominan conotoxinas. Estudios realizados aoataxinas han demostrado que generan
un efecto fisioldgico modulador en canales i6niaes tipo inhibitorio, bloqueador vy
potenciador, siendo altamente selectivas para t@espde acetilcolina (AChR), los cuales
estan asociados al Sistema Nervioso Central y irgrasco.

Formado de una oligoproteina, el receptor de aoétia nicotinico es un canal iGnico
regulado por ligando el cual es activado por elroteansmisor de acetilcolina (ACh) y el
alcaloide nicotina. Lasi-conotoxinas compiten por los sitios de union dehAéh los
receptores nicotinicos y pueden antagonizar diéémémente entre receptores nicotinicos
musculares o cerebrales. Por esta razon, aunaadaailidad de sintesis, las conotoxinas se
convierten en un probable farmaco alternativo ghratamiento de enfermedades como el
dolor neuropético y la enfermedad de Alzheimer ancual se involucran receptores
nicotinicos.

El presente trabajo determiné el potencial modulai veneno de€. californicus,usando
como modelo un analogo del AChR mediante un métidorométrico de union y
competencia, en el cual se emplearon fraccionemniats por HPLC-RP y se determiné la
union de ligandos (nicotina y epibatidina) a niwehomolar con las Proteinas de Union a ACh
de Limnaea stagnalisvt y Aplysia californicay55w (s-AChBP;; AccAChBP,). Estas emiten
su maxima fluorescencia Unicamente al fusionarseocoomplejo con anabaseina. En los
datos resultantes por fluorometria se localizardraéciones estadisticamente significativas.
Sin embargo, con una adaptacion de un ensayo deefie® de proximidad” se localizaron 10
fracciones con un comportamiento competitivo.

Palabras Clave:Conus californicusconotoxinas, Proteinas de Union a ACh, Receptoges d
acetilcolina.



ABSTRACT of the thesis presented B\bijail Guillén Lopez as a partial requirement to
obtain the MASTER OF SCIENCE degree in life scienagith orientation in Marine
Biotechnology. Ensenada, Baja California, Méxiame)2011.

BIOCHEMIST CHARACTERIZATION OF TOXINS FROM VENOM OF MARINE
SNAIL Conus californicusTHAT INTERACT WITH THE ACETYLCHOLINE
RECEPTOR ANALOG OF AChBP.

Marine snails of th€onusgenus synthesize venom as a defense againsedatprs
or to hunt its prey. These toxins are highly potemtl specific and they are denominated as
conotoxins. Studies realized with conotoxins hakews) that these generate a modulated
physiological effect on ionic channels of inhibitpenhancer and blocker type, being highly
selective for acetylcholine receptors (AChR), wharle associated with the central nervous

and parasympathetic system.

Formed from an oligoprotein, the nicotinic acetylthe receptor is a ligand-gated ion
channel, which is activated by the neurotransmitteetylcholine (ACh) and the nicotine
alkaloid. Thea-conotoxins compete for ACh binding sites of theotinic receptors and they
can differentially antagonize between musculareselral nicotinic receptors. For this reason,
in addition to the ease of synthesis, conotoxiescanverted to a probable alternative drug for
the treatment of diseases such as neuropathicapdiilzheimer’s disease in which nicotinic
receptors are involved. The current work determidzdcalifornicus venom’s modulator
potentia] an analogous model of the AChR was utilized throagthourometric method of
union and competency, in which obtained fractioresemutilized by HPLC-RP and it was
determined the binding of ligands (nicotine andbapdine) to a nanomolar level with the
ACh-binding protein ofAplysia californicawt andLimnaea stangalig55w (Ls-AChBP;; Ac
AChBP,). These emit its maximal fluorescence only whesirfg as complex with anabaseine.
In the data results by fluorometry 5 fractions weyend statistically significant. However,
with an adaptation of a “scintillation proximity"ssay 10 fractions were located with a

competitive behavior.

Keywords: Conus californicus conotoxins, Acetylcholine-binding protein, acehline
receptors.
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INTRODUCCION

La actividad cerebral obedece a sefiales molecukspscificas entre las neuronas
residentes (Fusetani y Kem, 2009). Los receptanestiopicos, que estan localizados en las
uniones neuromusculares, en el Sistema nerviosdrate(SNC), periférico (SNP) e
inmunolégico, modulan la neurotransmision del sistecolinérgico y la liberacion de
neurotransmisores, como puede ser la AcetilcoliA€h). Esta afecta las funciones
fisiologicas como el aprendizaje y la memoria (Dagt al, 2000; Sixma y Smit, 2003; Gotti
y Clementi, 2004; Tallegt al, 2006; Dutrerteet al, 2007; Fusetani y Kem, 2009).

El incremento en una serie de enfermedades del 8N&htd a investigaciones de biologia
molecular a determinar que existen mutaciones grrdoeptores de acetilcolina nicotinicos
(nAChRs) neuronales de tipo funcional, afectandalsigacion y cantidad. Estas mutaciones
pueden aparecer durante el desarrollo de la nil@eadultez o envejecimiento, en las
neurotransmisiones colinérgicas nicotinicas celebra ganglionares, siendo esto una
probable razén de la génesis de patologias newndegtivas como: Parkinson, Alzheimer,
Epilepsia nocturna del I6bulo frontal, Esquizofegnsindrome de Tourette, Autismia
depresion y la adiccion a la nicotina (nic) y parodado, las patologias neuromusculares
(nAChRs musculares) como la Miastenia Gravis (M&9. ha propuesto que cuando los
NAChRs neurales estan situados extraneuronalmente en musculo, tejido linfoide, piel,
tumores de pulmdny células neurosecretoras, es porque la ACh tiereapacidad de dirigir
funciones celulares moduladas por receptores, @gegy relacion alguna en la trasmision de
sefales nerviosas (Gottial, 1997; Gotti y Clementi, 2004; Talley al, 2006).

Algunas especies de origen tanto marino como teeraontienen péptidos, alcaloides,
terpenoides o toxinas que interaccionan con regeptoicotinicos (Hansen y Tayj&007).
Los nAChRs neurales son una diana farmacoldgictegarpara el estudio de sus ligandos
naturales o toxinas aisladas de los diferentesnang@s (Gotti y Clementi2004). La
obtencién de bloqueadores o activadores sobre doales idnicos regulados por ligandos
(CIRL), permite un mejor entendimiento dé&incionamiento de los tipos y subtipos
especificos de los NAChRs musculares y neuronales.



Esto puede ser en estadios normales y patolégicopa@co entendidos (Dutrer¢ al., 2007).
Con esta informacion, se pueden proponer la geiderale nuevas terapias farmacoldgicas

para las enfermedades mencionadas anteriormente.

Los estudios con los péptidos del veneno de loscodgs marinos del géneféonus han

demostrado que las conotoxinas poseen una capagidddiadora sobre distintos canales
ionicos (Azam y Mcintosh, 2009) o receptores, tamlpueden emplearse para la evaluacion
de la traduccion celular, asi como transportaddeeas membranas plasmaticas de células

musculares y nerviosas de vertebrados e invertebrad

Por todo lo anterior, este trabajo se centra guidicacion, identificacion y caracterizacion
de las conotoxinas empleando un modelo que intexacbn el andlogo del receptor de
acetilcolina AChBPmidiendo el cambio en la fluorescencia por el desphiento de un

ligando que forma un complejo proteina-sustratoréiacente.



. ANTECEDENTES

En los comienzos del siglo XX ya se tenia la conidgpde neurotransmisor quimico,
por Langley y Dale (Stephenson, 1956; Flores y 8ed005). Pero fue hasta 1921, que el
fisiblogo aleman Otto Loewi probd la existencia lde ACh como mediador quimico y
caracterizada quimicamente en 1929 (Kaedell, 2000; Flores y Segura, 2005). Aunque se
tiene una escasa informacion sobre la estructigiengnsional del receptor de ACh, es el mas
caracterizado por sus propiedades bioquimicasnyafewlogicas (Brisson y Unwin, 1984), fue
lo que sentd las bases de la comunicacion intdacglpara abrir el estudio de nuevos
neurotransmisores y receptores (Karetell, 2000).

La definicion actual de receptor fue planteado Raimond P. Ahlquist en 1948. El receptor
colinérgico nicotinico de tipo muscular provenienle 6rgano eléctrico del pekorpedo
marmorata,fue el primero en ser aislado y purificado (BrileZhangeux, 1977; Sobet al,
1977; Kubaleket al, 1987; Ashcom y Stiles, 1997), este receptorrbpantamerico de ~300
KDa posee la siguiente estequiometridf§ly/ed) (Grutter y Changeux, 2001), es una
proteina pentamérica, igual a la del musculo estjuel humano 1,py3) que conforma un
canal ionico cilindrico ubicada en la transmembrpostsindptica (Ashcon y Stiles, 1997) y
posee dos sitios diferentes de unidn agonista fdospor las interfases de las subunidades

v Y a-6 para el receptor de& marmorataGrutter y Changeux, 2001; Andreestaal, 2006).

Las AChBPs son proteinas solubles en agua, seasefamt un grupo de células gliales del
sistema nervioso de los moluscos (Baeksal, 2009) Estas proteinas fueron aisladas y
caracterizadas originariamente del caracol de dglee deLymnaea stangalif ssAChBP) y
posteriormente dé\plysia californica(Ac-AChBP) y Bulinus truncatugBt-AChBP), y del
anélidoCapitella teleta(ct-AChBP) que posee ~20-30% de identidad con las AGhie los
moluscos (Yakel, 2010). Estas AChBPs son un honodésgructural del dominio extracelular
(ECD) de las proteinas pentaméricas transmembsaned® ligandos estequiométricos de
alrededor de cinco sitios por pentamero de los H2&Ch aunque aun se desconoce a nivel
estructural los subtipos de receptores en el ECurdén al ligando, se sabe que estos

dominios extracelulares modulan la union selea®das moléculas



Las AChBPs poseen del 15-28% de analogia en sugrsgas con las subunidades de las
horquillas de cisteinas “cyeop’ en los CIRL. Para corroborar la funcionalidad lds
AChBPs como nAChRs, asi como el reconocimientoggiatas y antagonistas, se transfecta
ADNCc sintético a células embrionarias de rifion heon@HEK) (Brejcet al, 2001; Hanseet

al., 2002; Bourneet al, 2005; Talleyet al, 2006; Ulenset al, 2006; Nuryet al., 2009;
Armishaw et al, 2009). Ademas se utilizan triptofanos marcadasa corroborar que los

residuos aromaticos reconocen al ligando entres gilanseret al.,2002).

Dentro de las propiedades que presentan las ACHBBR® receptores al identificar e
interactuar con ligandos, esté involucrada la #8oencia intrinseca del triptofano, la cual se
“anula” por ligandos selectivos, ademas de la niatifon de la constante de asociaciog) (K

y constante de disociacion {ipor accion de agonistas y neurotoxinas (Haeseah, 2002).

Por estas razones es que las AChBPs han sido ampli@ utilizadas a la hora de esclarecer
los requerimientos minimos de las subunidades inicas que deben combinarse para
constituir a los nNAChRs funcionales, los cualesmien llegar a dilucidar cuéles son las
subunidades béasicas que deben formar parte deifeverdes subtipos de nAChR nativos
(Gotti et al, 1997). Estas actuales herramientas nos permdietificar en las conotoxinas del
veneno de caracol marin@. californicus (Dutrerte et al, 2007) un probable modulador

potencial sobre los NAChRs vitro.

El uso de la fluorescencia intrinseca del triptéfan ensayos con las AChBPs, ha contribuido
a explicar los cambios conformacionales en la fande los CIRL, a la cual pertenece la
familia de los NAChRs y genes que se activan péyda. Y ambos a su vez a la familia de
receptores con cylsop (CLR), dentro de las que se encuentran los NACBRBA (Acido
gamma-aminobutirico), GABA (Acido gamma-aminobutirico Tipo A), GABA (Acido
gamma-aminobutirico Tipo C), el receptor de serot(6-HTs), los receptores de glicina, los
receptores de glutamato, que por lo general saatlivien NMDA (N-metil-D-aspartato),
AMPA (a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionato)kainato (acido kainico), ademas
de los receptores de ATP (adenosintrifosfato) qrégipan en la transmision sinaptica (Jones
y Bulaj 2000; Smitet al, 2001; Sixma y Smit, 2003; Terlau y Olivera, 200dughnaret al,
2006; Norton y Olivera, 2006; Armishaat al, 2009; Nasiripourdost al., 2009).



La simplicidad de efectuar ensayos empleando as€2a8Ps, para examinar la modulacién de
la funcion de los nAChRs nos permite utilizarlas randelos heter6logos de expresion
(Dutrerteet al, 2007), como por ejemplo, en los ovocitosX@mopus laevisen los cuales se
pueden generar subtipos s nAChRs neuronales y funcionales mediante ladoyn de
ARNmM neuronal o ADNc que codifican para las subadébso2, a3, 6 a4, 0 f2 y B4, con
diferentes propiedades biofisicas y farmacolégicg® pueden coincidir con la estructura
nativa de los nAChRs neurales (Gettial.,1997; Gotti y Clementi, 2004).

Dentro del veneno d€onus omariafue purificada, aislada y caracterizadaxlaonotoxina
OMIA, un péptido de 17 aa y dos enlaces disulfarsmo que tiene una fuerte union a las
AChBPs deBt-AChBP, LssAChBP yAc-AChBP y en especial pdrssAChBP, que bloquea
potente, selectiva y antagonicamente los dos atif y a3p2 respectivamente de los
NAChRs neuronales, siendo esteconotoxina Unica en su selectividad para estas dos
subunidades, en comparacion e@ft2, a4p2, a6p2 y alpde, cuando se expresa en ovocitos

de rana african®enopus laevigTalleyet al, 2006).

Recientes investigaciones, han informado queatasnotoxinas IMI y PnlA poseen como
blanco a la subunidad/ de los nAChRs de IAc-AChBP. Laa-conotoxina IMI posee una
alta afinidad a concentracion micromolarVl), por las subunidades3p2 y o634 de los
NAChRs de latssAChBPs yAc-AChBP (Talleyet al, 2006).

Un derivado biologicamente activo de la majetonotoxina caracterizada es Gl del caracol
Conus geographusjue bloquea la union neuromuscular (Azam y Mcint@§ti0)se utilizd
en ensayos de union a los nAChRs purificados delTmepedo californica Estudios de
estructura y funcion con analogos dealgonotoxina Gl, compuesta de una horquilla de
disulfuro, revelan distintas limitaciones conformoaa@les pero necesarias para una buena

interaccion de las toxinas con receptores o anpiase(Ashcom y Stiles, 1997).

Todas estas conotoxinas descritas anteriormenteoeinacion con las AChBPs, pueden
servir como un modelo para entender las caradtassfisicoquimicas de la union con los
NAChRs.



En la actualidad no solo se caracterizan estos logo® estructurales y funcionales de los
NAChRs a partir de los moluscos anteriormente nog@acios, sino también de

microorganismos unicelulares cor@oeobacter violaceufGLIC), una cianobacteria que ha
revelado tener una secuencia de logp y actividad como canal catidnico regulado por
protones (Nuryet al., 2010) 6 Erwinia chrysanthem{ELIC), una bacteria con similitud en

longitud y secuencia a su ortdlogo GLIC comparteered un 18% de aa idénticos (Hilf y

Dutzler, 2008).

[I.1 Generalidades del génerdConus

Con mas de 700 especies de caracoles marinos detog€onus de la familia
Conidae,estos contienen aproximadamente entre 100-20@dpsmdiferentes en cada veneno
por especie, suman aprox. >70,000 componentesitdstde conopéptidos bioactivos y solo
cerca del 0.1% estan caracterizados (Ashcom ysS1ig97; Terlau y Olivera, 2004; Buczetk
al., 2005; Olivera, 2006; Fusetani y Kem, 20(@¢sde los ultimos 50 millones de afios, los
caracolegConusvienen desarrollando una mezcla de péptidos ejpras activas, ademas de
una especificidad para distintos receptores quelaefuertes propiedades farmacoldgicas
(Ashcom y Stiles, 1997).

Los caracoles del géne@pnusse localizan en habitats tropicales como arreciéesoral y a
profundidades de >100 metros pero con mayor do@&dsia menor profundidad, son
depredadores carnivoros de habitos alimentariokimms. La especie déonuscalifornicus

se ha adaptado a aguas mas frias. Aun cuando cummtados tallos como 0jos, poseen una

pobre vision para rastrear a sus presas (Fusetéeriny 2009).

Con su evolucionado aparato de caza, paralizas aresas en segundos, con una mezcla de
pequefios péptidos unidos por enlaces disulfur@ual es producido por cada especie de
caracolegConus,cuya funcién es la inmovilizacion de sus diferergepecies que tiene como
presas, éstas se clasifican en tres grupos dedacaesu dieta: que pueden ser cazadores de
peces (piscivoras), de moluscos (moluscivoros) gudanos (vermivoros) (Terlau y Olivera,
2004).



Los péptidos del veneno de los caracoles del gé@Berus se sintetizan en el conducto
venenoso y estos son inyectados a través de ungtash similar a un arpon con puas de
punta hueca (radula modificada) en los tejidosdiarde los animales, utilizando una trompa
muscular. Estos péptidos individuales del venenaaderdo a su mortandad en las presas, se

designan como conotoxinas (letales) o conopépfinm¢etales) (Fusetani y Kem, 2009).

Los conopéptidos no son de un tamafo pequefio golastoxinas son de 12-30 aa (Terlau y
Olivera, 2004; Buczekt al, 2005) en comparacion al promedio del tamafotides doxinas
polipeptidicas que oscilan entre 40-80 aa. Caiatiamente, entre sus conopéptidos
homélogos relacionados de la espegc@aus se encuentra una divergencia en las secuencias
interespecificas, ademas de modificaciones padtit@onales como: hidroxiprolina, O-
glicosilacion, Serina (Ser) o Treonina (Tre) y umesnos comunes 6-Br-Trp;carboxi-glu,
D-aminoacidos y Tirosina sulfatada. Los conopéptidmstraducen a través del mecanismo
ribosomal convencional y la codificacién de los ARNe cada péptido puede ser identificada

en el conducto venenoso (Terlau y Olivera, 2004).

Los efectos de la bioactividad de los conopéptidiiiizados por los caracoles del género
Conuscomo defensa o tranquilizantes no estan delimstadim, pero han otorgado el material
necesario para la investigacion de nuevos y pakswiagentes terapéuticos, como por
ejemplo el conopéptidom-MVIIA aprobado por la FDA en diciembre de 2004,
comercialmente conocido como Prialt (ZiconitideNXS111 como genérico), es tan so6lo uno

de los seis péptidos que se encuentran en faseaclin

Genéticamente, las conotoxinas estan codificada® qaropéptidos que se fraccionan por
endoproteasas especificas del veneno para crepemido maduro. Las conotoxinas se
convierten en un modelo farmacologico por su nedatiiabilidad de sintesis, estabilidad
estructural, su tamafo pequefio (generalmente <5) KWDespecificidad hacia sus blancos
(Olivera, 2006; Fusetani y Kem, 2009).



[I.2 Estructura general de la anatomia del géner&€onus

Los caracoles marinos del géné&onusemplean su aparato venenoso como sistema

de defensay liberacion de veneno (Terlau y Oliv208@4), Figura 1:

Figura 1. Anatomia del géneraConus.A: Organizacion del aparato venenoso y 6rganos inlacrados (a)
Saco radular, (b) Bulbo y ducto venenoso, (c) Farge, (d) Probéscide, (e) Sifén, (f) Pedinculo oculaB:
Arpon. C: Acercamiento de un arpén Imagen de http://molluscs.at/gastropoda/sea/conotoxhtml.

[1.3 Generalidades del veneno del géner@Gonus

Terlau y Olivera (2004) reportan una clasificacitel veneno d€onusen dos grupos

de acuerdo a su composicion peptidica:
1. Conopéptidos: Con un enlace disulfuro (como corsipaey contrifano), o ningun
enlace disulfuro (como contulacina, conantocinarnyocfamida).

2. Conotoxinas: Conopéptidos compuestos de multipleces disulfuro.

En la Figura 2 se muestra un diagrama de flujo randb esta clasificacion:
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Figura 2. Diagrama de flujo de las superfamilias degénero Conus indicando los patrones de enlace
disulfuro y dianas farmacolégicas, donde se divideen dos clases: las conotoxinas con dos enlacesiléliso

y conopéptidos sin enlaces (no se muestran las fdias), asi como los patrones caracteristicos de los
residuos de cisteina (Terlau y Olivera, 2004).

II.4 Generalidades y clasificacion de las conotoxas

Los caracoles del géne@onusproducen conotoxinas, ésta son un grupo espedaliza
pero estructural y funcionalmente distinto de léptmlos abundantes en enlaces disulfuro,
cuyo objetivo es modular la funcion de determinadagales i6nicos 6 un receptor en
particular (Buczelet al.,2004). De esta manera estan descritas hasta eémormerca de 10
superfamilias de conotoxinas diferentes, las p@sdres tienen una predominancia en los
conductos del veneno de la mayoria de las espéei€snus codificando genes de péptidos
Conusque contienen de 2-3 enlaces disulfuro (Bigoal, 2000; Terlau y Olivera, 2004; Luo

et al, 2010).

Y es mas comun poseer tres enlaces disulfuro paradnotoxinas paralizantes (piscivoros)
(Ashcom y Stiles, 1997). Los péptidos de la misomesfamilia comparten una cisteina (cis) y
una secuencia sefial altamente conservada en sugsmes, los péptidos dentro de una
misma familia tienen en comun un Gnico enlace tlisoly la actividad farmacologica (Wang
y Chi, 2004). De acuerdo a esto los péptidos seapaupado en 12 superfamilias (Tabla I).
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Tabla I. Clasificaciébn de las conotoxinas de acueed a su configuracion de cisteinas. Receptor de
acetilcolina, AChR; Canales de potasio dependientde voltaje, VGKC; Canales de sodio dependiente de
voltaje, VGSC; Canales de calcio dependiente de vaje, VGCC; 5- hidroxitriptamina, 5-HT; N-metil-D-

aspartato, NMDA; Receptores acoplados a proteina G3PCR (Wang y Chi, 2004).

Super Configuracion Familia Actividad Ejemplo
familia de Cisteinas Farmacoldgica
A CC-C-C o AChR Antagoniste a-Gl
competitivo
CCcC-C-C-C o AChR Antagoniste a-Sli
competitivo
CC-C-C p al Antagonista receptt p-TIA
adrenérgico
CC-C-C-C-C aA AChR Antagoniste aA-EIVA
competitivo
CC-C-C-C-C KA bloqueadoVGKC KA-SIVA
M CC-C-C-CC bloqueadoVGSC u-GIIA
CC-C-C-CC \j AChR Antagonista nc y-PlIIE
competitivo
0] C-C-CCc-C-C ® bloqueadoVGCC o-GVIA
C-C-CC-C-C K bloqueadoVGKC K-PVIIA
C-C-CC-C-C ) Dilatador de l¢ S5-TxVIA
inactivacion VGSC
C-C-CC-C-C uo VGSC bloqueadt uO-MrVIB
C-c-cc-c-C X Marcapasc-bloqueado x-PnVIIA
de canal
P C-C-C-C-C-C Espatict ? gm9a, tx9
S C-C-C-C-C-C- c 5-HT;Receptol o-GVIIIA
Cc-C antagonista
I C-C-CC-CC-C- Excitatoric ? rlla, r11|
C
Kl BK VGKC estinuladol kl-BtXA
T CC-CC T Bloqueador de canal ( e-TxIX
Ca2+ presinaptico
X Transportista inhibidc x-Mrl
de Noradrelina
Sin C-C Conopresin Receptor agonist Conopresin-S
asignacion Vasopresina (GPCR)
Sin C-C Contrifanc ? Contrifanc-R
asignacion
Sin cisteine lineal Conantocin Receptor antagonis Conantocins-G
NMDA
Sin cisteine lineal Contulacini Receptor agonista ( Contulacin-G

Neurotesina
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Uno de los diferentes objetivos por parte de ldereites familias de conotoxinas es la
inhibicion del dolor, esto posibilita la disecciéapecifica de los canales idnicos y receptores
esenciales subyacentes del dolor, proporcionamg@ndos inéditos con potencial terapéutico

contra el dolor (Fusetani y Kem, 2009).

[1.4.1 Precursor peptidico

La evolucién de los genes de las nueve superfamfiaM, O, T, S, P,ill, y J
referidas hasta el momento, cada uno de estos geeassores codifica para los péptidos de
Conus con una secuencia sefial Nerminal(Olivera, 2006)Basicamente, este proceso consta
de un precursor pre-propéptido de ~80-100 aa. gantzacion del precursor es constante: una
secuencia sefial, una region pre de 20-2&ltamnente conservada en el extremo Mminal,
una regién pro de ~20-40 aa (para la mayoria deslgmerfamilias) donde la toxina
biolégicamente activa es producida por corte ptiiteo del precursor, un paso esencial en la
duracion post-traduccional del conopéptido sertbxina madura, de 6-40 aa en el extremo
carboxilo termina{COQ) (Buczeket al, 2005; Olivera, 2006).

Se han caracterizado los genes y las modificacipasstraduccionales de distintos péptidos
del géneroConus en distintos modelos, debido a la creencia de lqgecambios post-
traducciones eran adaptaciones bioquimicas muycieéipadas en la cascada de la
coagulacion de la sangre de los mamiferos.

I1.5 Generalidades de lasi-conotoxinas

Lasa-conotoxinas son una familia de conopéptidos (Agavitintosh, 2009), de 13 +
20 aa de largo (Ashcom y Stiles, 1997; Mcintaghal, 2009). Presentan dos enlaces
disulfuros (Ashcom y Stiles, 1997) y bloquean ané£hRs. Lasi-conotoxinas han sido las
primeras en ser identificadas y caracterizadasdtHal., 1996), se localizan en los caracoles
del génerdConuscon alimentacion piscivora (Mcintost al, 2009) y cuyo blanco particular
son las distintas isoformas de los nAChRs del SNQag uniones neuromusculares
(Woodwardet al.,1990; Azam y Mcintosh, 2009).
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Basandose en la cantidad de aminoéacidos entresaduns de cis esta familia se ramifica en
subfamilias. Por otra parte las isoformas de lI0€IMRs nativos caracterizados a partir de los
subtipos dea-conotoxinas estan relacionadas en la modulaciériadiberacion de los
neurotransmisores, la nocicepcion y el Parkinsaa(Ay Mcintosh, 2009).

Los estudios cristalograficos han proporcionadoside las estructuras deconotoxinas y la

interaccion con los subtipos neuronales y muscsillate los nAChRs, ademas de las
transformaciones de las secuencias entre d@®notoxinas, dan lugar a compuestos
farmacéuticamente apropiados para utilizarlos comalgculas en el estudio de los subtipos de

receptores (Ashcom y Stiles, 1997).

Las a-conotoxinas son un conjunto de toxinas estrugngate mas sencillas que las
bungaratoxinas y distintos venenos de vibora, afiddi que son estructuralmente semejantes
a péptidos neurotoxicos y los mas diminutos potipép inhibitorios conocidos de los
NAChRs, estasi-conotoxinas son blogueadoras de la transmisiérladsefial sinaptica
neuronal y competidoras por el sitio de union dé&Gh. La potente bioactividad de las
conotoxinas se relaciona con su adecuada afinidadag uniones de los nAChRs de
californica, causando una pardlisis muscular en raton en disisub-microgramos, por
ejemplo, lasi-conotoxinas Gl and M, aisladas de los veneno8ateus geographug Conus

magusrespectivamente (Ashcom y Stiles, 1997).

Las a-conotoxinas poseen un sitio de menor contactadfigndispensable para una unién
eficaz en los nAChRs, por lo que las interaccicgrgse ligando-receptor se ven favorecidas
por estas toxinas (Ashcom y Stiles, 1997). El deflarde andlogos mas potentes y altamente
selectivos de lag-conotoxinas fue permitido por la estructura y cazacion de su funcion.
Esto fue posible por el aditamento de fraccionpsfilicas, abriendo una disponibilidad
terapéutica por via oral. La utilizacion de dasonotoxinas para la evaluacion de los subtipos
de los nAChRs es el resultado del progreso dddgefnia y exogenémica (Azam y Mclintosh,
2009).
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La literatura sugiere la hipétesis del mecanismd'lequeo y el muelle” en la cual, propone
que las o-conotoxinas tienen dos superficies distintas deorrecimiento llamadas
“acoplamiento y bloqueo” en donde existe una imtEa con dos sitios de reconocimiento
complementarios particularmente con los CIRL. Ya das conotoxinas sufren breves
cambios conformacionales, originando un reconocitoigle las horquillas de unién, estas
pudieran participar en el reconocimiento molecdm®sus correspondientes receptores (Burlaj,
2000).

I1.5.1 Clasificacion de lasa-conotoxinas

Las a-conotoxinas, se dividen en cuatro grupos funceman base al nimero de
residuos de su marco de cis del péptido madurogjgonplo: lan2/3 laa3/5, lacd/3 y la
subfamilia a4/7 (Rusell et al, 2004; Kaufersteiret al, 2009). Los péptidos de estas
subfamilias tienen como objetivo distintos NAChRar, ejemplo las conotoxinas8/5 y a4/3,
asi como lag4/6 y a4/7 bloquean los NnAChRs musculares e inhiben lbfigs neuronales

respectivamente por sus residuos entre cis (JoBeslgj, 2000; Kaufersteisat al.,2009).

De acuerdo a las propiedades estructurales de-tasmtoxinas fueron clasificadas en las
siguientes superfamilias (No se muestran en latBbs (¢S-conotoxinas), que inhiben a los
NAChRs musculares y algunos subtipos neuronalésCeonotoxinas), que inhiben Unica y
especificamente al musculo y la B--conopéptidos), descubierta recientemente, que se
manifiesta en los conopéptidos VxXIIA, VxXIIB y VAIC del veneno de&Conus vexillum
inhibiendo selectivamente las subunidadés/ p2 neuronales (Jones y Bulaj, 2000; Rustll

al., 2004; Kaufersteiet al,, 2009).

Los estudios proponen que lasconotoxinas actlan sinérgicamente con los compesen
ganglionares selectivos o que en realidad son umpoopente integral de una estrategia

defensiva de los moluscos (Jones y Bulaj, 2000).
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[1.6 Elaboracién vy liberacion de las AChBPs

Las proteinas AChBPs maduras son de 210 residutmngditud, poseen la capacidad
de formar un homopentamero estable (Betjal, 2001) y codificar para una secuencia de la
AChBP, que contiene dos enlaces disulfuro (Sixm&Sngit, 2003). Los residuos de
aminoacidos se alinean con los dominios pentanghtterminal de los LGIC (Brejet al,
2001).

En la proteina madura existe una sefal Mifminal que separa la secuencia. En la levadura
Pichia pastorisse expresan las proteinas recombinantes de las RCHiBsionandose en

homopentadmeros inalterables (Sixma y Smit, 2003).

En las células gliales del SNC situadas entre bBrgglips y terminales de los axones de
Lymnaea stagnalise expresa exclusivamente el 50% del gen queicadifira las proteinas
AChBPs reguladas por via-secretoria, dado que seradron en el reticulo endoplasmatico,
aparato de Golgi, en granulos, vesiculas y ndclads. se ignora si la segregacion de las
AChBPs es resultado de la entrada dé"Qanido a la activacion mediada de los nAChRs
gliales producido por un estimulo dependiente dexjosicion a la ACh (Sixma y Smit,
2003).

[1.6.1 Las AChBPs caracterizadas en distintas espes

En el moluscale Aplysia californicay la sanguijueldHaementeria ghilianise ubican
genes vinculados con las AChBPs, en este par deciespse sabe que la secuencia de
conservacion y clonacion de sus homologas es bajaay distal entre las especies de
Caenorhabditis elegan®. melanogastey humanos, que aun no reportan homaélogos. Entre
las AChBPs dd.. stagnalisy A. californica,y L. stagnalisy H. ghilianii tienen un 33% y
18.2% de identidad de secuencia respectivamentmé&Sy Smit, 2003).
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11.6.2 Estructura de las AChBPs

La cristalografia de la AChBP revela formas homtgméricas formada por cinco
protdmeros, una estructura de anillo, con un rddi80 A y una altura de 62 A y resolucién a
2,7 A vista perpendicularmente (Brejtal, 2001; Sixma y Smit, 2003). En la estructuraade |
AChBP la (Figura 3), se observa que cada protérasran dominio proteinico sencillo, de

forma asimétrica y tamafio aproximado de 62 x 47A 8Brejcet al, 2001).

Figura 3. Vista superior de la estructura pentaméra de una AChBP. Cada color indica un protémero
diferente, rotuladas con las letras A, B, C, D y ESe observan los sitios principales y complementas de
unién al ligando con circulos y varas respectivamée (Brejc et al.,2001).

[1.6.3 Comparacion de las AChBPs con la secuenciados CIRL

En la estructura cristalizada de los mes$dconservados de cis para el nucleo del
mondmero de la familia de los CIRL es diferentasasAChBPs debido al caracter hidrofébico
de los receptores e hidréfilo en las AChBPs. Idieatidose en secuencia del 15%-28% con
GABA, dlicina y el receptor de serotonina 5HTmuestran una mayor similitud con las
subunidades del receptor nicotinico entre un 20%-2% identidad (Sixma y Smit, 2003;
Toddet al, 2006).
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[1.6.4 Farmacologia de las AChBPs

Las AChBPs poseen un perfil farmacolégico y unaegjanza a un receptor nicotinico
homopentamérico, como la subunidad neuroal25% identidad) y9. Ademas tiene todos
los aminoacidos necesarios para la unién del ligasd afinidad por ACh es parcialmente
débil y fuerte por nic y epiMuchos de los antagonistas de los nAChRs y algunos
muscarinicos, se unen a las AChBPs, tales comai-dangarotoxina,d-tubocurarina y
galamina (Sixma y Smit, 2003; Toetlal, 2006).

[1.7 Neurotransmisores

Se estima que del 5% al 10% de las sinapsis 8N€lson de tipo colinérgico (Flores
y Segura, 2005). En la literatura se reportan nti@resmisores de bajo peso molecular, de los
cuales ocho son aminas; siete de estos son antlosazisus derivados y el Ultimo es ATP o
sus metabolitos. Por nombrar algunos transmis@esnaeéculas pequefas se encuentran las
aminas bidégenas transmisoras compuestas por cat@oaks (dopamina, noradrenalina y
adrenalina), serotonina e histamina (precursordimst), aminoacidos transmisores (glutamato
mas comun en el SNC y glicina), ATP, adenosina 1 fiCandelet al., 2000).

[1.7.1 Caracteristicas de la acetilcolina

Probablemente la ACh es la molécula mas antigusefializacion, apareciendo desde
los inicios de la evolucion antes que las célulawinsas, se ubica en las bacterias, algas,
protozoos y plantas. También se encuentra relagdgorea la comunicacion de célula a célula
en varios tejidos no neuronales y controla funagaredulares como la proliferacién, adhesién,
migracion, secrecion, la supervivencia y la apdptake manera autocrina, enddcrina y
paracrina (Gotti y Clementi, 2004). La ACh se ctraed en el SNP y el SNC de mamiferos
como el primer neurotransmisor en la periferisglageurotransmisor del SNP. Dado que no es
un aminoacido ni procede directamente de algunesties, es un transmisor de bajo peso
molecular. Independiente de su caracter como namsrhisor, como se muestra en la (Figura
4) la ACh interviene en la regulacion de funciofisi®logicas como la activacion cortical, los

procesos de suefio a vigilia y el desarrollo dedanoria y asociacion (Flores y Segura, 2005).
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Figura 4. Estructura quimica tridimensional de la nolécula de acetilcolina (CHCOOCH,CH,N+ (CH3)s3),
compuesta de un éter del acido acético y una coliniaas flechas sefialan a los 4&tomos claves implica€elo el
modelo farmacoforo de la union del ligando nicotirgo colinérgico (Ward, 1990). Sintetizada a partir d la
acetilcoenzima A (acetil CoA) y colina (Lodistet al., 2005).Imagen de http://www.javeriana.edu.co.

[1.8 Generalidades de los canales i6nicos

Los cambios rapidos en la diferencia del potend@almembranas celulares dan
como resultado la sefalizacion neuronal. Estasetifééas del potencial de membrana estan
moderadas por canales ionicos, que se remontare diesdes del siglo XIX, los canales
iGnicos son una clase de proteinas integrales debna@ma que se localizan en todas las células
del cuerpo, estos canales conducen iones a elevattasdades a través de las membranas

musculares y nerviosas.

Los canales ionicos poseen tres considerablesgutagés: 1.- La conduccidon de iones, 2.-
Reconocimiento y seleccidn especifica de iones YABertura y cierre en réplica a sefales
eléctricas, mecanicas o quimicas especificas. 208 eanales pueden llegar a pasar hasta 100

millones de iones por segundo, sin dejar de semaiite selectivos (Kandet al, 2000).
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[1.8.1 Tipos de canales i6nicos

Dado que no hay un criterio estandarizado de agrap para la clasificacion de

los canales ionicos en la literatura, se puedergranode la siguiente manera:

* Canales Voltaje-dependientes.

e Canales regulados por ligandos (ionotrépicos).

e Canales activados por segundos mensajeros, a traeésproteinas G
(metabotropicos).

e Otros canales (canales regulados mecanicamentejuBetons, canales idnicos
en células del sistema inmune, canales idnicosaetetias, hongos, protozoos y
virus (Kandelet al, 2000).

[1.8.2 Canales i6nicos regulados por ligandos

La rapida transmision sinaptica se encuentra naoldupor los CIRL por medio de los
cysloop. Esta superfamilia de CIRL posee una estructiaan@inte conservada de residuos de
cis (Jones y Bulaj, 2000; Bregt al, 2001).

Estos CIRL forman una estructura (Figura 5) de {aetos (heteroméricos u homomeéricos)
(Terlau y Olivera, 2004; Norton y Olivera, 2006)cpada subunidad (o monomero) del
pentamero goza de un dominio extracelular aminmitexl (NH) conservado de union al
ligando, de 210 residuos de aminoacidos y cuattiwdsetransmembranales con extremo
carboxilo terminal (COQ (M1-M4) (Jones y Bulaj, 2000; Sixma y Smit, 200&jley, 2006;
Nasiripourdoriet al, 2009), también cada subunidad es especificalects@ para cada

ligando e iones permeables respectivamente (Ngr@livera, 2004; 2006).
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Figura 5. Subunidades de los nAChRs y dominios casus cuatro hélices transmembrana por subunidad
(modificado de Kandelet al, 2000).

Las uniones de los ligandos se realizan en el domiA" y se transmite una sefial a la hélice
M2 transmembrana. Los canales de cationes o angmeselectivos, dependiendo de los
residuos en el dominio M2 (Sixma y Smit, 2003)téon de un ligando endégeno al dominio
extracelular produce un cambio conformacional pasehélices M2 dando como resultado la

apertura del canal (Jones y Bulaj, 2000).

El cysloop M2/M3 extracelular tiene una probable funcion biegdora del canal, mientras
que el cysoop M3/M4 tiene la funcidén de regulacion debido a saogitud citoplasmatica

variable por las modificaciones post-traduccionalemo la fosforilacion o ubiquitinacién
(Sixma y Smit, 2003).

[1.8.3 Receptores colinérgicos

En la actualidad se ha determinado por medio ded&s de clonacion molecular dos
tipos de receptores: nicotinicos (ionotrépicos) ysoarinicos (metabotropicos). Los NnAChRs
fueron purificados, clonados y denominados tamb@no CIRL, la estructura mostrada en la
Figura 6 de estos receptores abren sus canalesiraé el neurotransmisor dejando entrar
abundantes iones, provocando el cambio subito akelnpial de membrana, generando una

respuesta celular instantanea (Flores y Segur®,) 200
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Figura 6. Se observa la apertura de un canal iéricpor la unién de un neurotransmisor al NAChR
(modificado de Kandelet al,, 2000).

[1.8.3.1 Clases de receptores nicotinicos de acetlina

En diferentes areas del SNC y SNP se localizanitwligios los nAChRs, estos
receptores muestran un patron de expresion traiasijoespacial exclusivo, siendo estos
causantes de multiples acciones fisiologicas dedh (Flores y Segura, 2005). Se encuentran
bien definidos dos subtipos de estructuras de nA@hRculares (Figura 7a) y neuronales, las
primeras estan conformadas de dos subunidadeg unapl, 5 y y0 . Cada grupo de
subunidades esta integrado por diversas proteft@msemnte homologas (35-40% Lodishal,
2005). Existen diez clases diferentes de subungiadel- 010), cuatro de laf (B1-p 4) y
una de lag, o y € respectivamente clonadas (Mcintashal, 2009). Distintos ligandos vy la
ACh interactian con el ECD de ambas subunidadss embargo cooperan importantemente

las subunidades contiguas con propiedades Unicasidie.

Por ejemplo, en los nAChRs las regionésy o/y poseen una afinidad de unidn distinta para
las a-conotoxinas (Ashcom vy Stiles, 1997). En las ddsusidades: se ubican los sitios de
union a la ACh (Figura 7b), que tienen dos residiesis proOXimos entre si y necesarios para
el reconocimiento del agonista, carentes en lagrsdades restantes. Las diversas funciones
fisiologicas, localizaciones y organizacion dedabunidades son producto de las dos distintas
formas moleculares; la homopentaméried § 09) y la heteropentamérica3p2, o4p2,
alplye) de los nAChRs (Talley, 2006; Nasiripourdetial, 2009).
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Figura 7. (a) Estructura de un modelo de un nAChR mscular. (b) Corte transversal de la cara
exoplasmética del receptor, donde se observan lashsinidades alrededor del poro central ademas de los
dos sitios de unién de la acetilcolina; lmjo: misma imagen por microfotografia electrénica (Lodik et al.,
2005).

Los nAChRs neuronales son menos complejos que loscutares y de estequiometria
variable, también estan formados por heteropentisrd® las subunidadego2-10) yp (B2-

4) (Sixma y Smit, 2003). Esta combinaci@ip genera una gran diversidad de los nAChRs
neuronales mostrando varias propiedades farmaca®gflores y Segura, 2005; Loughmin
al., 2009), lo importancia radica en conocer las doadiones de los NnAChRs mas frecuentes
en el SNC y cual es su localizacion precisa, el pgmitira saber el alcance de sus
disfunciones y sus posibilidades terapéuticas €BlgrSegura, 2005).

Los nAChRs neuronales se ubican tanto pre comacsipagticamente en el SNC y SNP
mientras que los NAChRs musculares sélo se ubiaatsipapticamente en el musculo
esquelético y uniones neuromusculares (Sixma y, 20@3; Luoet al, 2010). Los nAChRs
neuronales presinapticos sugieren, por su evidéac@onal, la regulacion de la secrecion de
neurotransmisores en varias partes del cerebrafide ACh, NA, DA, glutamato y GABA
(Gotti et al.,1997).
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Uno de los principales problemas de los nAChRsamales ademas de la ubicacion, funcién
y distribucion entre otros, son la aplicacion déudi®s preclinicos para una terapéutica
adecuada, debido a la falta de antagonistas saleciilentificados y caracterizados, esto
permitiria un conocimiento exacto sobre los efectiaterales relacionados con las isoformas
sutiles de los receptores (Jones y Bulaj, 2000panir de las estructuras de las AChBPs se
han concebido diversos modelos de los nAChRs. Estodelos son intrinsecamente

imprecisos dado a su débil homologia de <25% ddidbed, estas similitudes al ser mas altas,

son parcialmente mejores (Sixma y Smit, 2003).

Por otra parte los receptores neurales se dividdrase a su comportamiento en dos grupos:
en los inhibitorios como la-bungarotoxina (veneno de la colBalgarus multicinthug y
agonistas de la epi (Sixma y Smit, 2003). Adem&0eb de todos los receptores neurales de

alta afinidad contienen las subunidadésy 2 (Vasquez-Palacios y Bonilla, 2004).

[1.9 Ligandos que afectan la funcion de union deok nAChRs neuronales

Anabaseina

Es un compuesto encontrado en algunas especiesméehs y aislado originalmente
de gusanos marinos (Keet al, 1997). Es un agonista de tipo muscular y pasubunidad
a7 de los nAChRs (Hibbst al, 2009). Las diferencias entre la nic y Anab a&himolecular
se observan en esta ultima al tener un anillohitrapiridil cuya imina es un enlace doble
conjugado con el anillo de 3-piridilo (Godt al.,1997; Kemet al, 1997).

Epibatidina

La epibatidina (epi) es un potente neurotéxico sgieislé en 1992 (Daly, 2005) del
veneno de la piel de la rana ecuatori&padedobates tricolofGotti et al, 1997; Flores y
Segura, 2005; Carro#t al, 2007). Es un poderoso alcaloide azabiciclo-epi@de accién
acetilcolinérgico nicotinico de tipo agonista (Gett al., 1997 Carroll et al, 2010),ademas
posee un atomo de Gl tiene una similitud estructural con Nic (FloseSegura, 2005; Gotti
etal, 1997).



23

Nicotina

Posselt y Reiman (1828), aislaron por primera gazdotina de las hojas de tabaco de
Nicotiana tabacuntuya estructura se observa en la Figura 8 y fligada desde 1746 en el
uso de infusiones de hojas de tabaco para obténecdmo su inicial alcaloide naturalmente
liguido que posee un pK 8.5 activo en un 14% (Bruntat al, 2006), ademas de contener
nornicotina y anabasina (Foye, 1991). Al ser la umicanalogo de la ACh, sus acciones
farmacologicas actian sobre el SNP, aparato castolar, tubos digestivos, glandulas

exocrinas, absorcion, destino y eliminacion (Gettal, 1997; Bruntoret al., 2006).

Figura 8. Estructura quimica tridimensional de nicdina (C1oH14N>), sSe muestra con color verde al carbono,
de gris al oxigeno y de azul al Nitrégeno. Imagen ed
http://www.edinformatics.com/interactive_molelculedinfor/nicotine.htm.

MLA

La N-metilicaconitina (MLA) es otro alcaloide blagador nicotinico presente en
las semillas deDelphinum browniicomo componente toxico. Usadas sus hojas por sus
cualidades de insecticida, se cree que su activelege del potente antagonismo de los
NAChRs del insecto por MLA (Ward, 1990; Gatial, 1997).
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[1.10 Distribucion y localizacion anatomica cerebrédhumana de los nAChRs neuronales

La distribucion de los receptores nAChRs neuranate excluye la existencia de
una disminucion de los receptores con el factodladedad. La localizacion subcelular y
subunidades necesitan ser aclaradas por compleuall que el sistema colinérgico del
cerebro humano (ratas y monos). Los grupos masrtenges de las neuronas colinérgicas se
encuentran en el cerebro anterior basal, el diateéél cuerpo estriado, el tronco cerebral y
la médula espinal (Gotét al., 1997).

[1.11 Localizacion no cerebral de los receptores ootinicos neuronales

La localizacion y la funcion extraneuronal de loAGMRs neuronales no son
exclusivas de la trasmision sinaptica, encontramdidstribuidos en distintas células (Getti

al., 1997) como se muestra en la Tabla Il

Tabla Il. Funcién y localizacién extraneuronal de &s subunidades de los nAChRs.

Localizacion Subunidade: Funcién Referencie
Astrocitos gi o4, o7, B3y Seignora Go;t(ljgz.al.
Gottiet al.
Musculo ;‘23(}352' of, B4, p2 Se ignora 1997; 2004.
Mediai el desarrollo y Ifisiologia de la
Piel a3,a7,a9, B2y piel, como: proliferacion de queratinocitgs, Gottiet al.,
pa la apoptosis, la diferenciacion, la adhesipn 1997 2004.
y motilidad.
04 a7 a3, 04, a’, Moduler los nACIRs neuronales en Gotti et al
Tejido linfoide B2 y B4 a3p4, timo, células T y epiteliales. En el tejidg . ’
S . 1997; 2004.
adp2 ya7 linfoide humano se desconoce su funcidn.
Células 03, 05y “a7 o4, Procesaelevadas concentraciones Gottiet al.,
pulmonares o7 yp2 humo proveniente del cigarrillo. 2004.
Modulacon dela diminucidn de Ii Kalamidaet al.,
. liberacion de TNE e interleucinas 1, 6 y| 2007; Gottiet
Macrofagos 42y at 12 inducida por el polisacarido endotoxina al., 2004.
(LPS).
*a3, 05,07, o 10, Formaciéi de vasos sanguinet
. B2, B4, By a2, (angiogénesis) y aumento de la Gottiet al.,
Tejido vascular 03, 04, 05, a7, proliferacion de las células endoteliales. 2004.
0l0

'Bronquiales.
2Alveolares.
3Cuerpos epiteliales.
4Células endoteliales.

SMusculo liso vascular.
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[1.12 Participacion y relacion de los nAChRs neuroales en las patologias

El estudio de los sistemas y receptores colinésgiled SNC ha generado gran interes,
debido a que diversas alteraciones en las trarmmisicolinérgicas han sido relacionadas
directa o indirectamente con los nAChRs (Flor&egura, 2005). El estudio de las funciones
como la cognicion, aprendizaje y desarrollo, la mea y atencion, demuestran la
participacion e implicacion de los nAChRs neurogald diferencia de los nAChRs
musculares, los neuronales no estan caracterizamtosompleto (Gottet al, 1997; Gotti y
Clementi, 2004; Flores y Segura, 2005; Kalanatlal.,2007; Kaufersteirt al, 2009).

[1.12.1 Enfermedades neurologicas degenerativas quafectan el sistema nervioso

dependiente de la edad

Autismo

Este trastorno del desarrollo esta coligado ctnuasiras del cerebro, estudios de
neuropatologia, han demostrado anomalias en digan@. La pérdida de la funcion de los
NAChRs de la corteza cerebral se ha asociado t@hwsneurotransmisor colinérgico. Las
subunidades3 y a42 se han descubierto significativamente reducidasrgentadas las/
respectivamente (Gotti y Clementi, 2004; Kalanedal., 2007.

Déficit de atencidn con hiperactividad

Esta enfermedad se distingue por un patron caesida falta de atencion e
hiperactividad o distraccion a un alto grado. lld®@natologia se presenta durante la infancia
persistiendo en un 50% hasta la edad adulta, amakirtambién una tendencia del 40% a
fumar, a diferencia de un 23 a 30% en la poblacémuan (Kalamidaet al, 2007). En
estudiosin vivo con ratas, las subunidade$32 y a7 de los nAChRs resultaron involucradas

con la funcién de la atencion y la memoria respaatente (Gotti y Clementi, 2004).
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Esquizofrenia

Esta es una enfermedad con una alta predispogieidética e idiopatica a nivel
molecular. Es un trastorno mental que se caraatepiar alucinaciones y delirios, la
fisiopatologia en los pacientes esquizofrénicoglsetina implicacion directa de la subunidad
a7 de los nAChRs neuronales y elevadas mutaciomesofiales en el mismo. Estudios de
union post-mortem con receptores nicotinicos revelderaciones de la expresion en las
subunidades? y a4p2 cerebrales (Gotgt al, 1997; Gotti y Clementi, 2004; Kalamigaal.,
2007).

Sindrome de Tourette

Esta es una enfermedad crénica y de indole negrdpsico, el cual se caracteriza por
persistentes perturbaciones de los movimientoggxéimidales y vocalizaciones. Aunque no
hay pruebas directas de la implicacion de los nACaR este sindrome, el efecto positivo de
la administracién de nic sugiere que éstos puditnaer una implicacién en dicha enfermedad
(Gotti et al, 1997; Gotti y Clementi, 2004).

[1.12.2 Enfermedades neurolégicas degenerativas quafectan el sistema nervioso

Independiente de la edad

Epilepsias

Se sabe que las epilepsias afectan al 2% de laqa@ pero molecularmente son
desconocidas. En estudios genéticos los canalepgdhan demostrado su participacion en la
patofisiologia de las epilepsias idiopaticas (Gaittl., 1997; Gotti y Clementi, 2004).

= Epilepsia nocturna del I6bulo frontal. (cromosonfm23.2-q13.3, que
contiene el gen que codifica la subuniddgl.

= Epilepsias hereditarias.
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[1.12.3 Enfermedades neurolégicas degenerativas quafectan el sistema nervioso

relacionado con la edad

Parkinson

La degeneracion selectiva de las neuronas dopagigagr(DA) en la enfermedad de
Parkinson origina un predomino colinérgico, corehipnia y rigidez (Flores y Segura, 2005).
A guedado demostrada la participacion de los nAChBgronales en esta enfermedad
neurodegenerativa que involucra un trastorno delinmento adicionando la pérdida bien
establecida de las DA. Las subunidad€$2 y a6B3B2 de los nAChRs agonistas han
demostrado tener resultados de proteccion porreurno de tabaco (Gotti y Clementi, 2004;
Kalamidaet al.,2007).

Alzheimer

En esta enfermedad se presentan trastornos psicpsab neuroldgicos degenerativos.
El nimero de los nAChRs neuronales en el cerebrediee, en ausencia de una disminucion

general del nimero de las neuronas (Gabtél, 1997; Gotti y Clementi, 2004).

Pénfigo vulgar

Es una enfermedad autoinmune de los queratinpo#tosla cual las células
epidérmicas pierden adherencia, provocando ampeitasa piel o0 mucosa oral. Para la
subunidada9 de los nAChRs se han identificado una respuestaine y bajo nivel de

queratinocitos en muchos subtipos (Kalanatal, 2007).

Se muestra un resumen en la Figura 9 de las p#@&slggsiquiatricas y neuroldgicas
degenerativas descritas, que afectan el sistemaoser dependiente, independiente y

relacionado con la edad.
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Figura 9. Resumen de algunas patologias psiquiatés y neurolégicas en un corte sagital de cerebro nide
se muestran las principales areas de localizaciéredas subunidades nicotinicas y su implicacién emus
etiologia. NAc: nlcleo acumbens; ATV: area tegmentaventral; SN: substancia nigra (Picciottoet al,
2001).

[1.13 Localizacion de los nAChRs neuronales en tejos y células no neuronales.

La adiccion a fumar

En el cerebro los subtipe$32 y a7 de los NnAChRs neuronales, estan asociados con
la adiccidén a la nic ya que la exposicion repetidésta sensibiliza a la subunida4p2 y
aumenta los receptores nicotinicos funcionalesl eerebro. En los canceres de pulmoén de
células pequefias se ha localizado la subunidadxpresada, en experimeniasvitro que
proponen el cese del tumor maligno mediante el udoqde estos receptores can

neurotoxinas a-conotoxinas (Gottet al, 1997).
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Tumor de células de pulmén

Los nAChRs neuronales se han implicado en unae sée enfermedades
caracterizadas por la proliferacion celular, tambs®& vincula el consumo de tabaco con
carcinoma pulmonar de células pequefias (CPCP).(BX¥ expresa las subunidad8s 34
y a7 de los nAChRs, controlando probablemente a larsdada7 de forma autocrina la tasa
de proliferacion de estas lineas celulares. Eogarlas de 2000 componentes del tabaco, la
nic y alcaloides relacionados pueden unirse y esdina los NAChRs (Gotét al, 1997; Gotti
y Clementi, 2004).

Otras células del pulmon

Los nAChRs neuronales también estan ubicados encéulas epiteliales
bronquiales humanas y de raton. Estas células sxpias subunidades, a5, 2, p4 y a7
formando canales i6nicos permeables &' CA altas concentraciones en el pulmén, la nic
puede activar la subunida en los receptores de los macrofagos de dichadrda que
inhibe la liberacion de factor de necrosis tum¢f&lFa) y citocinas proinflamatorias (Gotti y
Clementi, 2004).

Control presion arterial

Los nAChRs neuronales se han localizado en el alw#étracto solitario entre otros,
esto sugiere su relacion con la regulacion de ésipn sanguinea, PA e hipertension. Esta
relacion fue demostrada en estudios con ratasrtéisas (SHR). Con una disminucion de las
subunidades3 y 04 de los NnAChRs neuronales en la corteza ceredr@lamo, mesencéfalo,

bulbo raquideo y médula espinal (Gotti y Cleme2@04).
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Epitelio intestinal

La evidencia sugiere que los nAChRs neuronales estglicados en la enfermedad
inflamatoria intestinal debido a la disminucion te secrecion de TNF y citotoxinas
proinflamatorias por los macrofagos a través dectavacion de la subunidad y los efectos
divergentes de nic en los niveles de citoquinasaemucosa del colon (Gotti y Clementi
2004).

I1.14 Enfermedades relacionas con los NAChRs musaurkes

Miastenia gravis (MG)

La presencia de anticuerpos en la Miastenia Gr@Mi&) la convierte es una
enfermedad de tipo autoinmune, caracterizada pdistainucion de los nAChRs musculares
(Gripo y Gripo, 2001), dado que la actividad siiggnho es absolutamente dependiente de la
funcion cerebral. Pero también, la mayoria de fgamos estan intimamente controlados por

la actividad sinaptica (Fusetani y Kem, 2009).

Tanto el timo como las células B del sistema inensm activan provocando la destruccién de
los NAChRs prosinépticos en la union neuromusd@apo y Gripo, 2001). En un 80-90% de
los casos con MG se han encontrado (Ferrer, 20@i@uarpos antinucleares, antitiroides y
anti-gammaglobulina. La MG es caracterizada pordetalidad muscular fluctuante y fatiga
en diversos grupos musculares, desde la faciah hasnusculatura deglutoria, del tronco y
extremidades ptosis palpebral y episodios de diglopcasional, asi como afectacion
respiratoria en las formas con afectacion bulbgomante, en los casos mas severos (Martin
et al, 2002).
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. HIPOTESIS

En el veneno d€onus californicusexiste un componente modulador especifico que

interactta con el analogo del receptor de aceitiadic-AChBP..

IV. OBJETIVOS

[11.1 Objetivo general:

Identificar mediante ensayos de unién a la protedm@loga AcAChBP,, un
componente del veneno del caracol mar@anus californicuscon actividad moduladora

sobre los receptores de acetilcolina.

[11.2 Objetivos especificos:

[11.2.1 Separar los componentes de la fraccionltdelulel veneno total del caracol

marinoConus californicusmediante HPLC-RP.

[l 2.2 Determinar la actividad moduladora de laac€iones del veneno dE.
californicus, mediante ensayos de unién y competencia sobreasbgm del

receptor de acetilcolinac-AChBP, empleando fluorescencia.

[l 2.3 Determinar el potencial modulador de lasctiiones del veneno dE.
californicus, mediante ensayos de unién y competencia sobreasbgm del

receptor de acetilcolinac-AChBP, empleando radioactividad
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V. METODOLOGIA

V.1 Obtencién de los especimenes @®nus californicus

Los caracoles marino£onus californicusfueron recolectados a una distancia
intramareal de la zona costera en una socavacaitugida por el oleaje en el suelo rocoso de
la playa, sobre la arena y bajo pastos marinos) &m 103 de la carretera Tijuana-Ensenada
y Km 39 de la carretera Tijuana-Rosarito B.C., MéxiEl calendario de recolecciones (dia y
hora) fue realizado considerando el programa deligmén de mareas del C.I.C.E.S.E.

(http://oceanografia.cicese.mx/predmar/).

V.2 Manejo del caracolConus californicus

Después de la caracterizacion morfologica en &l di la recoleccion, los caracoles
fueron trasladados y mantenidos en las instalasiale C.I.C.E.S.E. bajo las siguientes
condiciones: peceras con una cama de arena emdd,foon un flujo constante de agua de
mar, a una salinidad de 32 ppm, aeracion en uensistbierto y una temperatura de 22 °C.
Inicialmente, los caracoles fueron alimentados samn@ente con poliquetos vy

posteriormente, con camarones y peces.

V.3 Obtencién de los conductos venenosos

El veneno total fue obtenido a partir de 225 cdemcgprocedentes de tres colectas
realizadas en el periodo mayo-junio de 2009, meelidam diseccion y aislamiento de los
conductos venenosos. Brevemente, las conchas fdemgmentadas en forma mecanica
(Figura 10a), una vez liberados los organismosad®hcha, se procedio a la diseccion de la
parte anatomica denominada “pie” para extraer @pmda de unas pinzas y tijeras) los
conductos venenosos y descartar el bulbo venefosim el procedimiento se realizé a una
temperatura ambiente de 22-24 °C, con los cuerpo®siorganismos sobre una superficie
plana y previamente sanitizada (Figura 10b).
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Figura 10. Fotografia del proceso de obtenciéon deeneno deConus californicus a partir de la extraccion
de ductos venenosos. (a) Fraccionamiento de la cbacdel caracol por accion de fuerza mecénica. (b)
Ducto venenoso del caracolSe aprecia el cuerpo del organismo y algunas de lpartes, tales como el
ducto, el bulbo venenoso y la faringe. Imagenes ¢esia del M. en C. Oscar Martinez y del Dr. Alexdiicea
respectivamente.

V.4 Extraccion del veneno deConus californicus

Una vez separadas y extraidas las radulas delotadas ductos venenosos se
homogenizaron en frio, utilizando un homogenizad®ervidrio (Wheaton), empleando una
relacion de 500 pL de la solucion Zef anexo 3 por cada 20 ductos venenosos. Enseguida,
se centrifugaron las muestras a 10,000 rpm duddhtain y -5 °C, recolectandose la fracciéon

soluble de veneno total (extracto crudo) para sis@&wacion a -80 °C (Revco).

Posteriormente, Las fracciones solubles congelsddi®filizaron utilizando una liofilizadora
Lyph-Loc 6 (Labconco) a -52 °C y una presion cam&tale 0.140 mbar durante 24 h. Las
muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta laaséparde sus componentes mediante
HPLC-RP. La cuantificacion del veneno se llevo laocpor el método de diferencia de peso
(en una balanza analitica). Después de cuantificedoesuspendié en solucion Ye¢ anexo

2), se separ0 en alicuotas de 20 mg y se volvicofdidar (utilizando las condiciones

anteriores).
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V.5 Separacion de los componentes del veneno d&onus californicus mediante

cromatografia liquida de alta resolucion de fase rersa (HPLC-RP)

Los componentes de la fraccion soluble del venen®@.ctalifornicusse fraccionaron
de acuerdo a sus tiempos de retencion, obtenido$lPbC-RP utilizando el cromatografo
Agilent Technologies 1100. Se utilizo la columnaléica Vydac 218TP54 (g, 4.6 mm i.d.
x 250 mm, 300 A) con la pre-columna Zorbaxs @Zorbax-Agilent Technologies). Las
columnas se equilibraron durante una hora conlii®m A (Ver anexo ) y se emple6 un

ducto de inyecciénidop) de 200 pL, equivalentes a 4-5 mg de la muestra.

Se inyectaron la muestras y fueron purificadasizaido las siguientes condiciones
cromatograficas, a temperatura ambiente: un lairadal de 5 min con 100% de la solucion
A, seguido de una separacion durante 60 min utitiaaun gradiente lineal de 0 a 60% de la
solucion B Yer anexo J), con un incremento de 1 % por minuto y una veladide flujo de 1
mL/min. El contenido peptidico de cada fraccion fudeterminado mediante
espectrofotometria UV a una longitud de onda de 280 Las fracciones colectadas se

congelaron a -80 °C, inmediatamente se liofilizayse almacenaron a -4 °C.

V.6 Repurificacion de los componentes del veneno deonus californicus mediante

cromatografia liquida de alta resolucion de fase rersa (HPLC-RP)

La repurificacién se realiz6 mediante HPLC-RP, aipae las primeras corridas
purificadas de las fracciones del venend&dealifornicus Los gradientes de repurificacion se
disefiaron considerando el porcentaje de solucipreBente al momento de la elucién de cada
fraccion, calculado a partir de su tiempo de raéemcUna vez calculadas las condiciones
cromatograficas de la repurificacion, se procediésaispender la fraccion a repurificar. Para
las repurificaciones, se utilizé la columna anaditVydac 218TP51 (g, 1.0 mm i.d. x 250
mm, 300 A) con la misma pre-columna. Las colummasauilibraron durante media hora con
la solucion A y se empled uloop de 20 pL, equivalentes a 0.2 mg de la muestra. Las
condiciones cromatograficas fueron similares aalaigriores, a excepcion del incremento
lineal y la velocidad de flujo (0.1 mL/min). El demido peptidico y las condiciones de

almacenamiento fueron similares a las descritasianihente.
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V.7 Propuesta de evaluacién del potencial moduladate receptores de acetilcolina

Para identificar componentes del veneno @enus californicuscon potencial
modulador de receptores de acetilcolina, se realizdos variantes de un ensayo de union y
competencia utilizando las proteinas solubles dénua acetilcolina del molusco marino
Aplysia california(Ac-:AChBP,-mt) de tipo mutante la cual posee una mejor exmesero
con la misma funcionalidad que uAaAChBP>-wt de tipo silvestre ¥ ssAChBP;-wt durante
el proyecto, por lo cual se detalla el tipo de giret de union en cada ensayo. Para este fin, se
utilizé a (nic), (epi) y fracciones del veneno tatamo controles de competencia y al analogo
de anab DMXBA (3-[2,4-dimetoxibencilideno]-anabaseio epibatidina radiomarcada con
tritio (*H-Epi) como ligandos de proximidad y desplazamierftodos éstos fueron

proporcionados amablemente por el Dr. Palmer TaWGISD).

Inicialmente, se realiz6 un tamizado de las fravesodel veneno d€. californicusen dos

partes: 1) empleando un método fluorométrico dérui competencia y 2) empleando una
adaptacion del ensayo de “centelleo de proximid&&A) de unidén y competencia que utiliza
ligandos radioactivos (Hibset al, 2009; Talleyet al, 2006) para evaluar el potencial

modulador mediante un método radiométrico.

V.8 Determinacion del potencial modulador de receprres de acetilcolina mediante un

método fluorométrico de union y competencia

Inicialmente, el método fluorométrico fue validadgonsiderando la disponibilidad de
filtros del equipo lector de microplacas (485/538: excitacion y emision, respectivamente)
con respecto a los valores de longitud de ondartabus para Anab (474/525 nm). Para esto,
se realizO un ensayo preliminar considerando uneergracion 10uM de AChBR y
diferentes relaciones ligando: receptor, ya quespuesta no es linealmente proporcional al
namero de receptores ocupados (Sthepson, 1956jgrdalse observado lo esperado (Figura
11) y validado el ligando Anab en el método fluoétrico, se establecieron los ensayos para
evaluar el posible potencial modulador de las foaees del veneno d€onus californicus
Antes de cada ensayo, se determind la cantidad westra obtenida en cada fraccion
(mediante el calculo del area bajo la curva) y tecentracion de las fracciones fue

normalizada, debido a la dispersion de valoresrgnde la muestra.
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Figura 11. Esquema del comportamiento esperado deiétodo fluorométrico de unién y competencia. a) Se
observa Unicamente emision de fluorescencia al fomrse el complejo AChBP-Anab. b) Y un
desplazamiento de los sitios de unién en la AChBReldluoréforo anab por otro ligando (egj. toxina).

Las fracciones fueron redisueltas en solucion D-RBS(amortiguador salino de fosfatos,
modificacion Dulbecco, de Hyclone) estéril y fitlien (0.1 um). Finalmente, se llevo a cabo el
ensayo en pocillos de tiras de una microplaca werdscencia White Microtiter Assembly
Strip 1 x 8 (Thermo Scientific) (Figura 12), coreidndo la concentracion de cada fraccion.
Ademas, se estimod tedricamente el PM promedio sledaotoxinas d€. californicus pues

afecta tomando en consideracion las referenciaseenes (Mcintoskt al, 1999).

1 nmol de proteinAc-AChBP, (10 uM final) fue mezclado con las fracciones del vendao

C. californicus La mezcla se incub6 durante 15 min a temperatonaiente (22-27 °C) para
logar el equilibrio ligando-receptor; es decir, fasléculas de ligando se unen al receptor a
una velocidad proporcional a la cantidad de mo#ligando y el nUmero de receptores
libres. EI complejo resultante se disocia a un gitpmoporcional al nUmero de complejos
(Sthepson, 1956). Posteriormente, 5 uL de Analar(tig fluorescente) fueron adicionados a

cada pocillo. Inmediatamente, la sefial fluoresckr@eegistrada a los 0, 5, 10 y 15 min.
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Figura 12. Fotografia de una microplaca con soluohes del ensayo de fluorescencia y veneno @enus
californicus. Se observan tres lineas de tiras en la parte extna derecha tres filas y nombradas de forma
vertical de la A-H y horizontalmente desde el 1-12.

V.9 Andlisis estadistico de los datos obtenidos madte el método fluorométrico

Los valores de media y desviacion estandar (derleayos realizados por duplicado o
triplicado) al igual que la prueba estadististudentfueron obtenidos utilizando el programa
Prism v5.0 (GraphPad). Por otro lado, la represéntegrafica se realizé usando el programa
Excel’ del paquete computacional MS Office 2007.

V.10 Determinacion del potencial modulador de recdpres de acetilcolina mediante un

método radiométrico de unidon y competencia

Las condiciones experimentales para el ensayo medicco fueron 12 pL de una
dilucion de 100 pL con amortiguador de fosfatos)(B®las muestras liofilizadas con 12 pL
de la mezclaBP/SPA/Aby 24 pL de®H Epi a 40 nM convirtiéndolo a 20 nM final epi
bloqueado por ¥ de la concentracion de las mageBPLC cuando se resuspenden a 100 pL
(UCSD).

Los ensayos de radioligandos competitivadica en una adaptacion del ensayo de “centelleo
de proximidad” SPA (Figura 13) éste permite urdiemento moderadamente alto ensayo y

utilizar radioligandos de union solubles, cuya lioled es medir las constantes de disociacion
(Kd) para anab y competencia por equilibrio ctEpi] (Talleyet al, 2006).
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Figura 13. Esquema de una adaptacién del ensayo teentelleo de proximidad” SPA y comportamiento
observado del método radiométrico. a) No se obsenamision de destellos luz por radiacion en ausenaike
la formacién de un complejo. b) La unién déH-Epi marcada en el receptor con la secuencia FLAGomo

a los anticuerpos correspondientes activan la em@i de radiacién produciendo pequefios destellos
luminosos. Maodificado de http://www.currentprotocol.com/protocol/ns0715.

El ensayo consiste en la incubacion de una mezdEmaeratura ambiente y equilibrada
minimo durante 2 h antes del andlisis en un contdea@entelleo liquido LS 6500 (Beckman
Cientifico). Con una concentracion de AChBP (500gMos sitios de union), perlas SPA de
poliviniltolueno anti-ratén (0.1 mg/mL, AmershamoBciences), anticuerpo monoclonal anti-
FLAG M2 de anticuerpos de ratén (Sigma)*yi{Epi] (a una concentracion final de 5 nM
paraLsy Bty 20 nM paraAc-AChBP).

Las concentraciones del ligando compiten en un &guador de fosfatos NaR@,1 M, pH
7,0 en un volumen final de 100 pL. La unidn totahy especifica es respectivamente
determinada en ausencia y en presencia de una@atuide la concentracion (15 mM) del
antagonista nicotinico de MLA (Hibles al, 2004; 2006; 2009; Tallest al,, 2006).
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VI. RESULTADOS

VI.1 Fraccionamiento del veneno total del caracol arino Conus californicusmediante

cromatografia liquida de alta resolucion en faseeversa (HPLC-RP)

A partir de 225 caracoles de la espeCanus californicusse obtuvieron 207 mg de
proteina total. El veneno fue fraccionado y sepanadiante HPLC-RP (Figura 14). Las
fracciones fueron colectadas de acuerdo a su tigfapetencion: inicialmente (dos corridas)
cada 5 min (de 0 a 65 min), obteniéndose 13 fraesipy posteriormente (dos corridas) de
fracciones individuales (de 0 a 64 min), obteniéedan promedio de 49 fracciones. En las
dos primeras corridas se inyectaron 4.5 y 4.25 ehgeheno y en las dos corridas posteriores,

se inyectaron 4.125 y 4.5 mg de las corridas catias individualmente.

mAU

20001

1500+

1000+

500

Figura 14. A partir de este perfil cromatografico cel fraccionamiento obtenido por HPLC-RP del extraod
total del veneno deConus californicus colectados en mayo-junio de 2009. Se colectarors l&acciones
observadas, obtenidas de acuerdo a sus diferenteienipos de retencién (min) en relacién con la
absorbancia a 230 nm. También se observa el procedento experimental de colecta para cada una de las
fracciones de Sep-09.

En las siguientes seis corridas, se colectarofrdasiones individuales, del minuto 0-62, se
obtuvieron en promedio 57 fracciones. Con la fatedi de elaborar ypool del veneno total de
C. californicuspara sustraer las sub-fracciones con un probaténgial modulador sobre los

receptores de acetilcolina midiendo fluorescencia.
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VI.2 Caracterizacion del método fluorométrico de uibn y competencia para valorar el

potencial modulador de moléculas sobre receptoreedcetilcolina

Se realizaron ensayos analiticos con el fin dectarizar el método. La sefal
fluorescente fue valorada en pocillos contenieadmézcla: Anab + diluyente (D-PBS) y los

complejos corAc-AChBP; + Anab + diluyentedeccionV.8).

UF

DPBS DPBS+ANAB DPBS+ANAB+ AChBP2 DPBS+ANAB+ AChBP2
(1:5) (1:25)

Figura 15. Grafica de comportamiento de la caractezacion inicial de las concentraciones de los ligdos y
AChBP como controles en un modelo que interactia ncel analogo del receptor de acetilcolina AChBP
mediante fluorescencia.Se observan las absorbancias emitidas por la unidf@rmaco-receptor (Anab-
AChBP,) como control vs UF.

En la Figura 15 se muestran los valores de la deiakscente (Unidades de fluorescencia
“UF”) obtenida en los pocillos conteniendo las miazcD-PBS = 2.0265; D-PBS + Anab =
2.079 D-PBS + Anab + AChBR(1:5) =6.1395 y D-PBS + Anab + AChBIPL:25) = 4.2595
UF. Se observé un aumento significativo de la sdiiarescente en la relacion 1:Bc
AChBP.: Anab), la cual disminuye en la relacién 1:25glee sugiere que el complgjc
AChBP,-Anab manifiesta su méxima fluorescencia cuandangea la proteina en condiciones
no saturantes, que de acuerdo al segundo y teostul@dos de Clark, los cuales dicen: El
efecto de un farmaco es proporcional al nimero edeptores ocupados y La respuesta

maxima se alcanza cuando todos los receptores @stgados (Bruntoret al, 2006).
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V1.3 Andlisis de las fracciones FI — FXIIl del venao de Conus californicus colectadas
cada 5 minutos

Inicialmente, el potencial modulador de las frane® del veneno d€. californicus
sobre la proteina analoga al receptor de aceti@dhc-AChBP,) fue evaluado en las trece
fracciones de la primera corrida de separacionrHRItC-RP (0 al 65 min, colectadas cada 5
min). Como se puede observar en la Figura dlgunas de las fracciones muestran
comportamientos moderadamente competitivos, aunquestadisticamente significativgs (
> 0.05). Sin embargo, es de llamar la atenciéresliltado de las fracciones Fl (0-5.6), FV
(20.7-25.4), FVII (30.2-35.3), FVIII (35.3-40.6)FIX (40.6-45.6), FX (45.6-50.8) y FXI
(50.8-55.4) ya que se observé una variacion no@riau respuesta, comparada con el resto de

las fracciones.
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Toxinas del veneno C. californicus

Figura 16. Gréfica normalizada de la caracterizacia del potencial modulador de las toxinas del venerde
C. californicus que interactian mediante fluorescencia. Se observaas absorbancias obtenidas de acuerdo
al comportamiento de la unién farmaco-receptor (ACBP,-Anab) como control negativo. Se les realiz6 la
prueba estadisticat-student Las fracciones no hubo diferencia significativaan respecto al control (nic)
positivo. Los resultados son el promedio de un expmento por triplicado con n =13. Las flechas indian
las fracciones seleccionadas de las Toxinas vs UF.

Considerando lo anterior, se procedié a evaluafecto en un segundo ensayo con las siete
fracciones seleccionadas. Las cuales se indicahsguiente cromatograma (Figura 17).
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Figura 17. Perfil cromatografico de HPLC-RP del extacto total del veneno deC. californicus colectados en
2009. Las llaves indican las fracciones FI, FV, FVI Xlll, FIX, FX y FXI (de izquierda a derecha
respectivamente) utilizadas con un probable potenai modulador que interactia con un andlogo del
receptor de ACh AChBP, midiendo fluorescencia obtenidas de acuerdo a siethpo de retencion (min) en
relacion con la absorbancia a 230 nm.

La Figura 18 muestra la grafica con los resultadielssegundo analisis de las fracciones
previamente seleccionadas. Como se puede obse¢odas las fracciones muestran una
disminucion de la sefal fluorescente (represergadaorcentaje); sin embargo, solamente las
fracciones FI, FVII, FVIII, FIX y FX mostraron ursgnificancia estadistica (5 < 0.05 **p
> 0.01 y ** p > 0.001), cuando fueron analizadas con la pruesi@adent Ademas,
considerando que la concentracion de péptido (Jgositnotoxina) era pequefia en algunas

fracciones, solo se consideraronfsFV, FVII, FIX yFXI para los estudios posteriores.
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Figura 18. Grafica normalizada de la caracterizacia del probable potencial modulador de las toxinasel
veneno deC. californicus que interactian mediante fluorescencia. Se observdas absorbancias obtenidas
de acuerdo al comportamiento de la unién farmaco-ieptor (AChBP,-Anab) como control. Al tipo de
muestra graficados vs URF. Las fracciones con difencia estadisticamente significativa con respectd a
control (nic) se sefialan con un asterisco (*). Logesultados son el promedio de un experimento por
triplicado con n =7. Al ensayo se le realizé la peba estadisticda-student*p<0.05 **p>0.01 y ***p>0.001.

VI.4 Andlisis de las fracciones individuales de I&I, FV, FVII, FIX y FXI del veneno de

Conus californicus

Las fracciones individuales de FI, FV, FVII, FIXX fueron obtenidas mediante
HPLC-RP (Figura 19). Cada fraccion individual feglisuelta en 4QL de amortiguador D-
PBS y analizadas mediante el método fluorométritibzando una concentracion a 10 uM de
Ac-AChBP.. Los resultados se muestran en la Figura 20. Gampuede observar, un nimero
limitado de fracciones individuales mostro posiéttividad moduladora. Aunque ninguna de
estas mostro significancia estadistica, las sutzifsaes individuales Fl.1, FV.3, FVIIL3,
FIX.1, FXI.1 fueron seleccionadas para su estudabe mencionar que la sub-fraccion FX.2
se descartd por su perfil cromatogréafico; de ignahera, sucedio con la sub-fraccion FI.1,

debido a que su composicién quimica no es totakreeptidica.
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Norm. 7]

Figura 19. Perfil cromatogréfico del pool del veneno obtenido por HPLC-RP deConus californicus.Las
flechas observadas indican las sub-fracciones FIL.LEV.3, FVII.3, FIX.1 y FXI.1 (de izquierda a derecla
respectivamente) con un probable potencial moduladoy obtenidas de acuerdo a su tiempo de retencién
(min) en relacién con la absorbancia a 230 nm.
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Toxinas del Veneno C. calfornicus

Figura 20. Grafica normalizada de la caracterizacia del probable potencial modulador de las toxinasel
veneno deC. californicus que interactian mediante fluorescenciaSe observan las absorbancias obtenidas
de acuerdo al comportamiento de la unién farmaco-i@ptor (AChBP,-Anab) como control negativo. Se les
realizd la prueba estadistica-student Las fracciones no tuvieron diferencia estadisticaente significativa
con respecto al control (nic) positivo. Los resulidos son el promedio de un experimento sencillo coir 29.
Las barras con colores indican las fracciones seldonadas de las Toxinas vs UF.
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VI.5 Separacion y analisis de las sub-fracciones E3, FVII.3, FIX.1 y FXI.1 del veneno
de Conus californicus

Los componentes individuales de las sub-fraccigesccionadas FV.3, FVIIL.3, FIX.1
y FXI.1 fueron separadas mediante HPLC-RP. Loslperfromatograficos se muestran en las
Figuras 21 a 24.
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Figura 21. Cromatograma del fraccionamiento debpool del veneno de las sub-fracciones FV.3.4 y FV.3.5
(de izquierda a derecha respectivamente) obtenidgsor HPLC-RP de Conus californicus Corrida con
169.064 ugde proteina inyectada Las flechas observadas indican las fracciones com umejor probable
potencial modulador, obtenidas de acuerdo a su tigmo de retencién (min) en relacién con la absorbareia
230 nm (datos normalizados), 22/marzo/2010.
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Figura 22. Cromatograma del fraccionamiento depool del veneno de la subfraccién FVI1.3.13 obtenida
por HPLC-RP de Conus californicus Corrida con 210.36 pgde proteina inyectada. La flecha observada
indica la fraccion con una probable bioactividad, btenida de acuerdo a su tiempo de retencién (minhe
relacién con la absorbancia a 230 nm (datos normakdos), 23/marzo/2010.
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Figura 23. Cromatograma del fraccionamiento depool del veneno de las sub-fracciones FIX.1.7 y FIX.131
(de izquierda a derecha respectivamente) obtenidgsor HPLC-RP de Conus californicus Corrida con
21.36 ug de proteina inyectada. Las flechas observadas indic las fracciones con una probable
bioactividad, obtenidas de acuerdo a su tiempo detencién (min) en relacién con la absorbancia a 23tm
(datos normalizados), 06/abril/2010.

Figura 24. Cromatograma del fraccionamiento depool del veneno de las sub-fracciones FXI.1.1 y FXI.1.6
(de izquierda a derecha respectivamente) obtenidgsor HPLC-RP de Conus californicus Corrida con
21.36 ug de proteina inyectada Las flechas observadas indican las fracciones connai probable
bioactividad, obtenidas de acuerdo a su tiempo detenciéon (min) en relacién con la absorbancia a 23tm
(datos normalizados), 06/abril/2010.
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Los resultados del cuarto andlisis (Figura 25) ate dub-fracciones seleccionadas de los
perfiles cromatograficos (Figuras 21-24) fueron:.F¥ =5.6915 UF; FV.3.5 =10.573 UF;
FIX.1.7 =8.473 UF; FIX.1.13 =10.6995 UF; FXI.1.1 220205 UF; FXI.1.6 =11.4785 UF,
junto con AChBR (mt) =2.2705 UF y AChBP-anab =9.656 UF como blagccontrol
respectivamente. Algunas de las sub-fracciones tnamescomportamientos ligeramente
competitivos, aunque no estadisticamente signiigst a una concentraciéon a 1M y

redisueltas con 30L de amortiguador D-PBS.
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Toxinas del veneno C. californicus

Figura 25. Grafica normalizada de la caracterizacié del probable potencial modulador de las toxinasel
veneno deC. californicus que interactian mediante fluorescenciaSe observan las absorbancias obtenidas
de acuerdo al comportamiento de la unién farmaco-i@ptor (AChBP,-Anab) como control negativo. Se les
realizd la prueba estadistica-student Las fracciones no tuvieron diferencia estadisticaente significativa
con respecto al control (nic) positivo. Los resul@os son el promedio de un experimento por duplicadcon
n=29. Las barras con colores indican las fraccioseseleccionadas de las Toxinas vs UF.
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VI.6 Analisis de las fracciones FI - FXIII del ven@o de Conus californicusen un ensayo
dosis-respuestapara evaluar el potencial modulador de receptoresde acetilcolina

mediante un método fluorométrico de unién y competeia.
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100 o T fie T e e .................... L =
Fyl
au
Fyill
FIX
FX
FX
FXI

&0 : : : : :
0.001 0.01 0.1 1 10 100 100C Fx11

UF%

Figura 26. Gréfica normalizada del comportamiento aracteristico del gradiente de la curvadosis-
respuestade las trece fracciones de toxinas del veneno @ californicus mediante fluorescencia. Se
observan las absorbancias obtenidas de acuerdo abroportamiento de la union farmaco-receptor
(AChBPx>-Anab). De color rojo y morado se observan las fratones Fl y FV.

En la presente gréafica (Figura 26) se observa unadosis-respuestpara cada una
de las trece fracciones y repitiéendose por trigiicgpara cada una, con las siguientes
diluciones: 1: 5, 1: 25, 1: 125, 1: 625 y 1: 3,H&na concentracion a 11 y redisueltas
con 35uL de amortiguador D-PBS.

La obtencién de una cundmsis-respuestae utiliza para el estudio de la accién farmadoldg
de una sustancia y se define como la relacién gisteeentre la cantidad de toxico y la
magnitud del efecto. Los resultados de este ensalytan que a través de la disminucién de
las concentraciones (diluciones) de las fracciopesmite observar un descenso hacia la

derecha.
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VI.7 Analisis de las fracciones FI — FXIIl e indivduales del veneno d€onus californicus
en un ensayo de “centelleo de proximidad” para evahr el potencial modular de

receptores de acetilcolina mediante un método radieétrico de union y competencia.

Para corroborar los ensayos y resultados obterddnsel método fluorométrico se
enviaron dos corridas purificadas de veneno tadl.ccalifornicusal Laboratorio (U.C.S.D.
SkaggsSchoolof Pharmacyand Pharmaceutical Sciencesjicado en el 9500 Gilman Drive,
La Jolla, CA 92093 San Digo, C.A. (Figuras 27 y.A8s condiciones para este ensayo se

describe en metodologisgccionV.10).
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Figura 27. Grafica normalizada de la caracterizacié del probable potencial modulador de las toxinasel
veneno deC. californicusque interactian mediante radioactividad.Se observan las absorbancias obtenidas
de acuerdo al comportamiento de la unién farmaco-ieptor (AChBP,-Anab) como control negativo. Los
resultados son el promedio de un experimento triptedo con n =43 (primera mitad). Las barras con
flechas indican un grafico de las fracciones seldonadas de Toxinas v&H Epi.
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Los resultados de este analisis, como se puedevabsarrojo un numero de 10 fracciones

individuales (indicadas con flecha) que mostrarciiviaad moduladora dada la disminucion

de la sefial de luz (representada}pbEpi).

Fraccion de union de 3H epibatidina
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Figura 28. Grafica normalizada de la caracterizacia del probable potencial modulador de las toxinasel
veneno deC. californicusque interactian mediante radioactividad.Se observan las absorbancias obtenidas
de acuerdo al comportamiento de la unién farmaco-ieptor (AChBP,-Anab) como control negativo. Los
resultados son el promedio de un experimento por iplicado con n =40 (segunda mitad). Las barras con
flecha indican un gréfico de las fracciones selectiadas de Toxinas v3H Epi.
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VI. DISCUSION

VII.1 Ensayos sobre un modelo receptor de ACh itr@i

A pesar de que los nAChRs estan vinculados conrgdisepatologias del SNC y
procesos fisioldgicos a diferencia de los nAChRssculares los neuronales no estan
caracterizados perfectamente (Kalamigda al., 2007). Incluso los nAChRs estan
estrechamente relacionados en la transduccion ialese cerebrales y en las uniones

neuromusculares ademas de ser CIRL (Jones y ROR(),; Flores y Segura, 2005).

Se decidio, en base a lo mencionado anteriormegdbzar este proyecto con el propoésito de
determinar si en el veneno @onus californicusesta presente un componente modulador
especifico que interactia con el andlogo del receg¢ acetilcolinaAccAChBP.. En el
presente trabajo demostré una evidencia farmaazEode la afinidad de las fracciones
probadas d€. californicussobre el modelo funcionai vitro, debido a la respuesta de union

del complejcAc-AChBP,-Anab, que se observo en la emision de fluoresaenci

Este estudio no representa la primera demostral@bgénero d€onusen diferentes ensayos
con AChBP vy fluorescencia para el reconocimientdigindos para los nAChRs (Talley

al., 2006). Pero es el primero para la especi€.dmlifornicus

Se observo que las propiedades como analogo dehRAELs-AchBP, se conservaron, sin
embargo, se percibié una disminucion de las UFibRosente por una degradacién protéica
debido a su tiempo de vida medizmste modelo de fluorescencia no permite la caiaet@én
biofisica de la fracciones del veneno@ecalifornicus pero si la farmacolégica de la union

por competencia por parte de los ligandos y framso

La eficacia que poseen diferentes farmacos radi¢ai@ar una respuesta bioldgica ocupando
diferentes sitios en los receptores (Sthepson, )195&s fracciones del veneno de.
californicusllevan a cabo una funcion similar, por lo cuapsedujeron cambios notables en

la fluorescencia.
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VII.2 Aplicacion de una técnica fluorométrica

Se empled de una técnica fluorescente debido arstillez y el uso de pequefias
concentraciones, por estas razones se utilizétésteca como modelo para la medicion de
union de ligandos, sin embargo no permitié confiroen plena seguridad los datos debido a

la diferencia de resultados entre los tratamientos.

Los resultados de este trabajo bajo el métododhaétrico se resumen en la obtencion de 4
fracciones competitivas estadisticamente signifiaat Geccion VI.9 y 4 fracciones
individuales ligeramente competitivase€cion VI.5 Se demostré la existencia de un
componente modulador especifico que interactiaet@malogo del receptor de acetilcolina
Ac-AChBP,, mediante la técnica ya mencionada, estos resgltad deberan subestimarse,
pues es probable que estas fracciones sean exsetamdidatas para evaluarse y utilizarse en

diferentes modelo® vivo.

El encontrarse 4 fracciones de 5 minutos moduladseasugiere que en el venenoQieus
californicusposee la presencia deconotoxinas probablemente por su alimentacioradary
sin restricciones, aunque no hay nada reportadofaimgue no se ha reportado aun queuas
conotoxinas del carac@onus californicusnodulen un receptor nicotinico, con una afinidad

farmacologica igual a la del géneéConus

La naturaleza de estas 10 fracciones podria serigien peptidico debido a que se leen a 230
nm aunque evidentemente se requiere de la secuogmcide los aminoacidos que las
componen para aseverar lo anterior y definir acjasificaciéon del veneno pertenecen estas

fracciones.

VII.3 Aplicacion de una técnica radiométrica.

Los resultados de este trabajo en una adaptacibrergsayo de “centelleo de
proximidad™ por su alta sensibilidad y exactitudresumen también en la obtencién de 10
fracciones individuales competitivas (Figuras 228). Se demostrd la existencia de un
componente potente modulador especifico que intexacon el analogo del receptor de

acetilcolinaAc-AChBP,, mediante la técnhica mencionada anteriormente.
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VIl.4 Variabilidad de los resultados en los ensayos

En cuanto a los resultados divergentes entre &ianientos de los ensayos, estos
fueron corroborados al aplicar las pruebas estea$st(-studen), las pruebas con las
fracciones de 5 min e individuales no expresaranwmformidad en las emisiones de las UF.
Es posible que debido a la escasa concentracidimidaal de las fracciones en los ensayos
con respecto al complefac-AChBP; (mt)-Anab no se observe un desplazamiento comyetit

adecuado de los ligandos afines.

En un intento de evitar la saturacién del recepiotinico, en la mayoria de los experimentos
se trabajaron con bajas concentraciones de lasidrees del veneno. Dado que un efecto
maximo puede producirse por un agonista al ocuplr gna pequefia proporcién de los

receptores (Sthepson, 1956). En estos experimdetasion y competencia se ha demostrado

que la unién farmaco-receptor sigue la ley de acd@&masas (Kalant, 2003).

Hasta el momento no existen referencias en laesisd evalle el efecto de fracciones del
extracto total de veneno d@onus californicus,con las que podamos comparar si las
concentraciones utilizadas en este trabajo fuedstuadas, tan solo hay reportes de los
efectos de otras conotoxinas (Talktyal.,2006; Hibbset al, 2009). Pueden ser fluctuaciones
normales del ensayo (comunicacion directa UCSDiti@s alostéricos desconocidos hasta el

momento para el complejo AChBPraccion.

En el ensayo ddosis-respuestadambién se observé desigualdades para todasatasdnes,
excepto para las Fl y FlIl que coinciden con elagnsde radioactividad. Se puede inferir de
acuerdo a las observaciones, que las concentractEn&as fracciones pudieran ser un factor
importante para el desplazamiento de Anab dAd#ChBP, (mt), pudiendo no ser las
diluciones correctas, es decir: una cantidad srftei de sustancia antagonista desplazara a la
sustancia agonista de los sitios de union, qudtaesn la baja de la emisién de fluorescencia.
La presencia de un antagonista competitivo haréavéracia la derecha la cungosis-
respuesta
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VII. CONCLUSIONES

En conjunto, los datos obtenidos en este estugiorsm la idea de que en el veneno
de Conus californicusse encuentran presentes componentes moduladgresife®s que
interactian con el analogo del receptor de acétiedc-AChBP,, (mt) sin estructura quimica

0 secuencia conocida.

1. La purificacién de los componentes de la fase $eldel veneno total del caracol
marino Conus californicus,obtenido mediante HPLC-RP, resulta viable para las
purificaciones de 5 min y fracciones individualdsjando de ser eficiente y rapido
para las repurificaciones, debido a la perdidajg bancentracion de muestra para las
fracciones, resultando en cantidades insuficieptémitantes para los ensayos. Las
repurificaciones son un punto clave para encotdréraccion donde se encuentran los

ligandos para las AChBPs

2. Utilizando la técnica fluorométrica se obtienen fi@cciones I, V, VII, IX y Xl del
veneno total de caracol mari®. californicusen el cual existe un componente
modulador especifico de tipo competitivo que irdra con el analogo del receptor de
acetilcolinaAc-AChBP.

3. Para el método radiométrico utilizandd Epi como radioligando confirma que las
fracciones individualesséccionVI.7) provocaron una disminucion por debajo del

50% de UF, estas fracciones poseen un efecto aedippetitivo sobre la respuesta.

4. El uso de analogos estructurales y funcionales clasicAChBRs como modelo de
estudio para evaluar la union de diferentes ligaraldos NAChR, presenta grandes
ventajas para evaluar la union y afinidad farmameptor por su sencilla
manipulacion, preparacion y prolongada conservacie sus propiedades

fisicoquimicas.
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IXx. PERSPECTIVAS

Se plantean las perspectivas siguientes originaolasste trabajo:

» Determinar cuéles son los factores que ocasionaarlabilidad de la intensidad de
emision de fluorescencia de los ensayos realizeolo®n el veneno de. californicus

que interactlan con el analogo AChBP evaluand® @tasametros.

* Iniciar una producciéon de las AChBPs para una digpladad propia y optimizar el
costo, tiempo, ademas del nivel de afinidad podigendos para realizar ensayos en

otros modelodn vitro.

« Probar las fracciones que presentaron un poteetdoemodulador en el ensayo de

radioactividad en un modeio vivo para observar su efecto sobre los nAChR.

» Fraccionar, purificar y secuenciar los componereptidicos de las fracciones
(seccion VI.7) del ensayo radiométrico para poder identificar dab-fracciones, que

posean un potente efecto modulador sobre los nA€thiRodelosn vitro o in vivo.

* Comparar la secuencia de las sub-fracciones cangat modulador con las toxinas

de la biblioteca para verificar si estan contenelaglla.

e Producir una conotoxina recombinante con el finrg&izar ensayos y evaluar su

probable efecto como potencial modulador especéicotros modelos biolégicos.

* Realizar mutaciones sitio dirigidas en las subéi@es identificas y probadas del
veneno del caracoC. californicus provenientes del ensayo de radioactividad con
potencial modulador sobre los receptores de acktiicy evaluarlas en un moddlo
vitro o in vivo para determinar los aminoacidos clave en la umd&ma-ligando-

receptor.
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XLANEXOS
Anexo 1.Soluciones para HPLC.
PORCENTAJE VOLUMEN
FINAL EN LA REQUERIDO
SOLUCION COMPUESTO SOLUCION PARA 500 mL DE
SOLUCION
R Acido trifluroacético 0.12% 600 pL
H,O destilada 99.88% 499.4 mL
PORCENTAJE VOLUMEN
) FINAL EN LA REQUERIDO
SOLUCION COMPUESTO SOLUCION PARA 250 mL DE
SOLUCION
5 Acido trifluroacético 0.1% 250 pL
Acetonitrilo 99.9% 249.75 mL
Anexo 2.Soluciones para extraccion.
PORCENTAJE VOLUMEN
FINAL EN LA REQUERIDO
SOLUCION COMPUESTO SOLUCION PARA 200 mL DE
SOLUCION
Acido trifluroacético 0.01% 200 puL
C H,O destilada 59.99% 119.8 mL
Acetonitrilo 40% 80 mL




