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RESUMEN

Recientemente, se demostré que el extracto de los ductos del aparato venenoso de
Conus austini, inhibia las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo.
Estos resultados sugieren que los ductos contienen péptidos que tienen efecto
sobre el Sistema Nervioso Entérico (SNE) o la musculatura lisa intestinal.
Considerando que a la fecha se desconoce la identidad de los péptidos bioactivos,
se planted la presente tesis con el objeto de purificar y determinar la estructura
primaria de algunos de estos péptidos. El analisis cromatografico del extracto
obtenido de los ductos de 13 especimenes de C. austini permitié la purificacion de
dos péptidos denominados C as 4.2.1 y C as 4.2.2. El péptido C as 4.2.2 indujo un
efecto excitatorio en el ileon, en tanto que C as 4.2.1 no modificé las contracciones
de este tejido. Ef analisis por degradacion de Edman mostré que C as 4.2.2 es un
péptido y reveld 15 aminoacidos de su secuencia: ?VGQGGTQRSTDQTA. La
identidad del aminoacido correspondiente a la porcién amino terminal no se pudo
determinar. Asimismo, existen dudas acerca de la identidad de los aminoacidos en
las posiciones 6, 7, 8 y 11. Sin embargo, se espera que el analisis por
espectrometria de masas de este péptido proporcione informaciéon que ayude a
identificar, de manera inequivoca, dichos aminoacidos. Las evidencias sugieren que
el péptido purificado no contiene ningin residuo de Cys, lo cual indica que no
pertenece a ninguno de los grupos de conotoxinas identificados a la fecha. Su
estructura tampoco corresponde con la estructura de los conopéptidos que carecen
de Cys. De tal manera, que es muy probable que C as 4.2.2 constituya una nueva
clase de conopéptidos bioactivos.



I. INTRODUCCION

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

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

Entre los invertebrados marinos productores de compuestos con actividad
biolégica destacan los gasterépodos de la superfamilia Conoidea (Conacea),
integrada por caracoles marinos de las familias Conidae, Costerallidae, Mitridae,
Terebridae, Turridae y Olividae, cuyos miembros, todos carnivoros venenosos, se
caracterizan por poseer un sofisticado sistema de inyeccién de venenho a la presa.
Este veneno es de accion rapida, potente y especifica. Las aguas territoriales
mexicanas albergan una amplia variedad de especies marinas.
Desafortunadamente, en México se han realizado muy pocos estudios sistematicos

tendientes a determinar el potencial farmacolégico de estos organismos marinos.

Asimismo, son muy escasas las investigaciones bioquimicas realizadas con
el objeto de aislar y caracterizar sus principios activos. De manera particular, los
mares de los litorales mexicanos son habitat de un gran nimero de especies de
gasterépodos, muchos de los cuales ni siquiera han sido identificados
cientificamente. Recientemente, se efectué una evaluacion farmacolégica de Conus
austini, un caracol recolectado en el Golfo de México y los resultados obtenidos

demostraron que los extractos, tanto de ios bulbos como de los ductos del aparato



venenoso de esta especie, inducen una inhibicion de las contracciones
espontaneas del fleon aislado de cobayo. Los resultados derivados de esta
evaluacién farmacolégica previa indican que C. austini representa una fuente
potencial valiosa de péptidos novedosos que merece explorarse. Vale la pena
mencionar que el Gnico estudio bioquimico reportado previamente sobre esta
especie condujo a la purificacion de 5 péptidos, que incluyen una nueva
y—conotoxina que presenta toxicidad sobre el caracol de agua dulce Pomacea
paludosa. Sin embargo, a la fecha se desconoce la identidad de los péptidos que
presentan el efecto farmacoldgico observado en el modelo de fleon aislado de

cobayo.

Desde esta perspectiva, surgi6 la idea de desarrollar el presente proyecto
de tesis que tuvo por objeto realizar el estudio bioquimico biodirigido del extracto
crudo obtenido a partir de los ductos del aparato venenoso de C. austini a fin de
purificar los péptidos que modifican la contractilidad del ileon aislado de cobayo y

determinar su estructura primaria.



Il. ANTECEDENTES
I1.1 Caracoles del género Conus

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

nuevos farmacos (Miljanich, 1997).

Entre los invertebrados marinos que producen venenos, destacan los
caracoles marinos venenosos, de los cuales se sabe que existen cerca de 500
géneros que contienen a diferentes 6rdenes y familias. Sin embargo, menos de 2
docenas de estas especies causan envenenamiento en humanos (Cruz y col.,
2000). Con relacibn a los caracoles venenosos productores de neurotoxinas
naturales destacan los gasterépodos marinos de la superfamilia Conoidea
(Conacea), la cual incluye las familias Conidae, Costerallidae, Mitridae, Terebridae,
Turridae y Olividae (ver Figura 1) (Olivera, 2002).






Los caracoles del género Conus se alimentan de noche y sus presas
incluyen gusanos marinos, cefalépodos, otros gasterépodos, bivalvos, peces y
crustaceos. Para alimentarse, envenenan a sus presas mediante la inyeccion de
toxinas, a través de un diente hueco y desechable ubicado al final de la probéscide
(Kohn y col., 1972). Las toxinas acttan rapidamente y su especificidad depende del
tipo de organismo con el que se alimenta. De tal forma, que las especies piscivoras
como C. purpurascens producen venenos que paralizan a los peces de inmediato
(Terlau y col., 1996).

I1.1.1 Aparato venenoso de los caracoles del género Conus

Los caracoles del género Conus han desarrollado diversas adaptaciones
para detectar, emboscar y capturar a sus presas. Los caracoles cazan de noche y
cuando olfatean una presa, por medio del osfradio (6rgano olfativo localizado en el
sifén), extienden la probédscide, en cuya punta se encuentra colocado un diente
radular (Figura 3A). El diente es insertado en el cuerpo de la presa/depredador y el
veneno es inyectado (Kohn, 1956; Halstead, 1988).

El aparato venenoso de los caracoles del género Conus se considera como
una de las estructuras anatdmicas mas complejas y sofisticadas para inyectar un
veneno. Este aparato (Figura 3B), consiste de un conducto en donde se sintetiza y
almacena el veneno; un bulbo muscular, que se cree transfiere el veneno desde el
conducto hacia la probéscide y, lo mas sorprendente, un diente en forma de arpén
que sujeta a la presa y sirve también como una aguja hipodérmica para inyectar el

veneno (Figura 3C).
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Figura 3. A) Caracol Conus en vista lateral: el esquema inferior enfatiza el pie muscular que le sirve

para desplazarse. B) Aparato venenoso esquematizado de los caracoles Conus. C) Dientes

radulares.

La produccién e inyeccién del veneno de Conus involucra tres pasos:

1) Sintesis, procesamiento y empaque de las toxinas peptidicas en el conducto.
2) Generacion y almacenaje de los dientes radulares en el saco radular y
transferencia de un solo diente a la punta de la probéscide.

3) Insercion final del diente y la inyeccion del veneno (Marshall y col., 2002).



{1.2 Conotoxinas

Los venenos de los caracoles del género Conus son extremadamente
complejos, ya que se ha estimado que el veneno de una sola especie puede
contener entre 50 a 200 diferentes componentes (Jones y col., 1996), los cuales
incluyen enzimas que facilitan la invasion tisular y toxinas peptidicas que
interacttian con receptores celulares especificos membranales y canales iénicos.
Las toxinas son principalmente usadas para sedar, inmovilizar y matar a las presas,
aunque también son utilizadas como sistema de defensa (Olivera, 2002). Con
respecto a las toxinas peptidicas producidas por las especies de Conus, éstas se
han denominado conopéptidos, los cuales se clasifican en 2 grupos principales: los
péptidos que no tienen puentes disulfuro o sélo tienen uno y los péptidos que
contienen varios puentes disulfuro. Estos ultimos se denominan, de manera

genérica, “conotoxinas” (Mcintosh y col., 1999; Olivera, 2002).

Las conotoxinas constituyen los principales compuestos neurotéxicos
presentes en los venenos de los caracoles del género Conus. Estas toxinas son
polipéptidos pequefios que contienen una alta proporcion de cisteinas, separadas
por 0-6 aminoacidos (Gehrmann y col., 1998). La mayoria de las conotoxinas
presentan de 1 a 4 puentes disuifuro, lo cual les confiere una conformacién
molecular rigida y estable. Considerando el arreglo de las cisteinas, las conotoxinas
se han clasificado en diferentes superfamilias, las cuales se dividen a su vez en
familias que abarcan conotoxinas con un mismo blanco farmacolégico de accién
(Olivera, 1997; Olivera y Cruz, 2001). En la actualidad se conocen 14 superfamilias
de conopéptidos, entre las que se incluyen 8 superfamilias de conotoxinas (Cuadro
1) y 6 superfamilias de toxinas que incluyen las conopresinas, las conantoquinas,
las contulaquinas, los contrifanos, las conorfamidas y las conkunitzinas (Cuadro 2).



Cuadro 1. Clasificacién de las conotoxinas (Armishaw y Alewood, 2005; Olivera, 2006).

SUPER | paMILIA | NOMBRE SECUENCIA CISTEINAS | SITIO DE ACCION
FAMILIA
« Gl ECCNPACGRHYS cccC Inhibidor de nACh-R
oA PniA GOCSLPPCAANNPDYC CC.C-C Tnhibidor de nACh-R
A GCCGSYONAACHOCSCKD ] N ]
aA PIVA ROSYCGQ CC-C-C-C-C Inhibidor de nACh-R
AOYLVWIATTNCCGYNOMTI g Inhibidor de canales de
KA MIVA COOCMCTYSCOOKRKO | CCCCCC | ¢ voltaje-dependientes
inhibidor del
o TIA | FNWRCCLIPACRRNHKKFC cccC 1A adonoreceptor
Inhibidor del
T % MriA NGVCCGYKLCHOC C-CCPC transportador neuronal
de noradrenalina
Inhibidor de canales de
. TXIX yCCYAGBCCAAO cccc o i depandiontas
CKSKGAKCSKLMYDCCSG Inhibidor de canales de
© Ccvib SCSGTVGRC C-C-CC-CC By yojiaje-dependientes
CRIONQKCFQHLDDCCSR Inhibidor de canales de
K PVIA KCNNRFNKCV C-CCCCL | ¢+ yoltaje-dependientes
o WCKQSGEMCNVLDQNCC Inhibidor de canales de
8 TXVIA DGYCIVFVCT C-C-CC-C-C | \.¢ yottaje-dependientes
Retrasa inactivacién de
4O Mt | AR ey YCC § ccCC-CC | canales de Na' voltaje-
dependientes
ZRLCCGFOKSCRSRQCKO Inhibidor de canales de
" PHIA HRCC CC-CLCCC ¥ Na' voltaje-dependientes
. v PIIE HOOCCLXSggg';mGCSS cc-c-cce inhibidor de RAChR
LOSCCSLNLRLCOVOACKR Inhibidor de canales de
M RUIK NOCCT CC-C-C-CC | ¢+ yohaje-dependientes
DCTSWFGRCTVNSyCCSN Activador de canales de
Y PnVIA SCDQTYCYLYAFOS c-c-ce-eC Na' tipo marcapaso
MHLSLARSAVLMLLLLFALG
NFVVVQSGQITRDVDNGQL
P Espasmodicos bBa TDNRRNLQSKWKPVSLYM c-c-c-c-CC No se conoce
SRRGCNNSCQEHSDCESH
CICTFRGCGAVNG
GPSFCKADEKPCEYHADC
Excitatorios rM1a | CNCCLSGICAPSTNWILPG } c-c-cc-ccc-C No se conoce
! CSTSSFFKI
CRAEGTYCENDSQCCLNE Modulador del canal de
M BXA CCWGGCGHPCRHP _ J ¢-¢-CC-CC-C-C K* Tipo Baker
GCTRTCGGOKCTGTCTCT
- GVIIA | NSSKCGCRYNVHPSGBGC | CCCCECCC- }  1nnibidor de 5-HT:-R
GCACS c-c-C
s
KCNFOKCKGIGVYNCGES
aS RVIIA § CSCEGLHSCRCTYNIGSMK ec-ca:}-gc-c- Inhibidor de RACh-R
SGCACICTYY
o FPRPRICNLACRAGIGHKY Posible inhibidor de
J Sin designar pit4a PFCHCR c-c-C-C canales de K*

nACh-R = Receptor Colinergico Nicotinico; 5-HTs = Receptor Serotoninergico.




Cuadro 2. Clasificacién de conopéptidos que no son ricos en enlaces disulfuro (Maillo y col., 2002;
Armishaw y Alewood, 2005; Bayrhube y col., 2005).

SUPER
FAMILIA NOMBRE SECUENCIA CISTEINAS SITIO DE ACCION
KDRPSLCDLPADSGSG
- _ TKAEKRIYYNSARKQCL inhibidor de canales de K' voltaje-
kunitz - -
Conkunitzinas | Conkunitzina S-1 REDYTGQGGNENNFR c-Cc-C-C dependientes
RTYDCQRTCLYT
Conopresinas Conopresina-S CFIRNCPRG cC Agonista de vasopresina
Contrifanos Contrifano-R GCOWEPWC c-C Modulador de canal de Ca* Tipo L
Conantoquinas § Conantoquina-G § GEyLQyNQyLIRYKSN No cisteinas Antagonist;hgnlgtzgatergico de
Contulaquinas | Contulaquina-G | ZSEEGGSNATYKKPYIIL No cistelnas Antagonista de neurotensina
Conorfamidas Conorfamida GPMGWVPVFYRF No cisteinas No se conoce

NMDA-R = Receptor Glutamatergico.

Una superfamilia puede tener varias familias con actividades farmacolégicas
distintas: superfamilia A (a—,0A-,xA-, y p-conotoxinas); superfamilia T (t- y x-
conotoxinas); superfamilia O (o—-,x—,8-, y pO-conotoxinas); superfamilia M (p-, y y-
conotoxinas); superfamilia P (conotoxinas espasmodicas); superfamilia |
(xI-conotoxinas y péptidos excitatorios); superfamilia S (o- y oS-conotoxinas) y
superfamilia J (familia no definida). Con relacion a los conopéptidos que no se
clasifican como conotoxinas, se encuentran aquellos que tienen un solo enlace
disulfuro, que incluyen a las conopresinas y los contrifanos. Por otra parte, las
conantoquinas, las contulaquinas y las conorfamidas no contienen cisteina (Terlau
y Olivera, 2004). Recientemente, se purificé la conkunitzina S-1 a partir del veneno
de C. striatus, la cual es un péptido de 60 aminoacidos, que contiene 3 enlaces
disulfuro y es un analogo estructural de las proteinas Kunitz, algunas de las cuales
han sido caracterizadas como bloqueadoras de canales de K* (Bayrhube y col.,
2005).

Con respecto a los mecanismos de accibn de las conotoxinas que
pertenecen a las diferentes familias, a la fecha se tiene la siguiente informacion: a)



las a-conotoxinas y las aA-conotoxinas inhiben el receptor nicotinico (Hopkins y
col., 1995); b) las xA-conotoxinas inhiben los canales de K* voltaje-dependientes; c)
las p—conotoxinas inhiben los receptores o1A-adrenérgicos; d) las y-conotoxinas
inhiben el transportador neuronal de noradrenalina; €) t-conotoxinas inhiben los
canales de Ca®* voltaje- dependientes; f) las w-conotoxinas bloquean canales Ca?*
neuronales presinapticos regulados por voltaje, evitando Ia liberacién de
neurotransmisores; g) las x-conotoxinas inhiben los canales de K* del tipo "Shaker"
(Shon y col,, 1998); h) las 3-conotoxinas retrasan inactivacion de canales de Na* a
diferencia las u-conotoxinas, que bloquean canales de Na®, que lo hacen en un
sitio diferente del canal (Terlau y Olivera, 2004); i) las pO-conotoxinas bloquean
canales de Na" activados por voltaje (Daly y col., 2004); j) las p-conotoxinas
bloquean canales de Na' en células musculares (Nicke y col., 2004); k) las
y—conotoxinas inhiben el receptor nicotinico; I) xM-conotoxinas inhiben los canales
de K* voltaje-dependientes; m) las y-conotoxinas son agonistas de canales
catibnicos de tipo marcapaso en neuronas (Terlau y Olivera, 2004); n) las
kl-conotoxinas moduladoras de canales de K Tipo Baker; o) las o-conotoxinas
inhiben el receptor serotoninérgico 5-HT3 (England y col., 1998) y p) las oS-

conotoxinas inhiben el receptor nicotinico.

Las caracteristicas estructurales de las conotoxinas (tamano pequefio y
rigidez) les confieren una alta afinidad y especificidad de unién a canales iénicos o
receptores membranales, razén por la cual estos péptidos han resultado ser
sumamente utiles como herramientas farmacolégicas para el estudio de receptores
y canales i6nicos. Ademas, las conotoxinas constituyen prototipos estructurales
muy promisorios para el disefio de formacos con efecto sobre los sistemas nervioso
y muscular (Adams y Olivera, 1994; Miljanich, 1997; Olivera, 1997). A este
respecto, es importante mencionar los casos de la w-conotoxina GVIA, aislada a

partir de C. geographus y de la o-conotoxina MVIIA, obtenida del veneno de C.
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En el Cuadro 3, se presentan otros ejemplos de conopéptidos que
actualmente estan siendo objeto de estudios farmacolégicos y que resultan muy

promisorios para el desarrollo de nuevos medicamentos.

Cuadro 3. Conotoxinas en estudio (Shen y col., 2000; Nelson, 2004).

CONOPEPTIDOS | FAMILIA | ESPECIE |APLICACION | ETOFS | compaRia
Vet.1 o C. victoriae Dolor neuropético | Preclinica §Metabolic (Australia)
"CVID ® C. calus Dolor neuropético | Fase Il Amrad  (Australia)
“MriA/B M C. marmoreus | Dolor neuropatico | Preclinica | Xenome (EUA)

Contulaquina-G Contulaquina_} C. geographus | Dolor Cronico Fase li Cognetix (EUA)

Conantoquina-G Conantoquina | C. geographus _{ Epilepsia Preclinica | Cognetix {(EUA)

I1.3 Estudios realizados sobre la especie C. auslini

En un estudio realizado recientemente, se evalué el efecto de los extractos
de los bulbos y de los ductos del aparato venenoso de gasterépodos marinos de las
familias Conidae y Turridae, recolectados en aguas territoriales de México, con el
fin de identificar candidatos idéneos para la obtencion de compuestos con actividad
sobre el sistema nervioso y/o muscular. Las especies seleccionadas fueron C.
austini, C. spurius y Polystira albida. En este trabajo se encontré que los extractos,
tanto de bulbos, como de ductos del aparato venenoso de C. austini (evaluados en
un rango de 0.001 a 1 mg de proteina/mL) produjeron una inhibicién, dependiente
de la concentracién, de las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo
(Feregrino, 2004).

El efecto inhibitorio inducido por ambos extractos se presenté de manera
inmediata después de la aplicacion del extracto y se caracteriz6 por una
disminucién en la amplitud y en el tono basal de las contracciones normales del
ileon. La respuesta maxima inhibitoria se observ6 aproximadamente a los 8.5-3 min
después de la aplicacién del extracto de los ductos, independientemente de la
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concentraciéon aplicada. En tanto que el efecto presentado por el extracto de los
bulbos indujo una inhibicion maxima de aproximadamente 7 min después de la
aplicaciéon del extracto, también de manera independiente de la concentracion
(Figura 5) (Feregrino, 2004). El efecto relajante de la musculatura lisa intestinal
producido por ambos extractos fue reversible después de lavar el ileon con la
solucién de Krebs-Henseleit. De tal forma que después de 8 lavados, se observd
una recuperacion de un 70% a un 80% de las contracciones normales (Feregrino,
2004).

1ng 1ng
10 min 'I 10 min g I

Extracto de ductos de C. austini 10 pug/ml Extracto de bulbos de C. austini 10 pg/mi

Figura 5. Efecto de los extractos preparados a partir de los A) ductos y B) bulbos de C. austini sobre
las contracciones espontaneas del (leon aislado de cobayo.

Se construyeron las respectivas curvas concentracién-respuesta obtenidas
para el efecto inhibitorio producido por ambos extractos. A partir de estas curvas se
obtuvieron los valores de las concentraciones inhibitorias medias (Clsg) y los
efectos maximos (Emax) para cada uno de los extractos de bulbos y ductos
(Cuadro 4). EIl valor promedio de la Clsg calculado para el efecto de los bulbos fue
de 0.593 + 0.094 pg/mi. En tanto que el valor promedio de la Clsg calculado para
los ductos fue de 0.972 + 0.068 pg/ml. Estos datos indicaron que el extracto de los
bulbos es aproximadamente 1.6 veces mas potente que el extracto obtenido de los
ductos. Asimismo, se observé que el extracto de los bulbos resultd ser
aproximadamente 215 veces menos potente que la tetrodotoxina (TTX) para
inducir un efecto relajante de la musculatura lisa intestinal. Por otra parte, el
extracto de los ductos fue aproximadamente 352 veces menos potente que el
control positivo (Feregrino, 2004).
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Cuadro 4. Inhibicion de las contracciones espontaneas de fleon aislado de cobayo
inducida por los extractos totales de los ductos y los bulbos C. austini,

EXTRACTO DE PRUEBA | Cloo (uaim) Emax (%) POTENCIA
TTX 0.002763 + 0.0019 | 78.71 + 4.978 1.00
Ductos 0.97265 + 0.06834 | 65.9233 + 1.7203 | 0.00284
Bulbos 0.59307 £ 0.09476 | 70.095 + 1.60128 | _0.00465

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

Mas recientemente, se realiz6 el estudio bioquimico del extracto preparado a
partir de los ductos del aparato venenoso de C. austini. En este trabajo se
purificaron 5 péptidos por cromatografia liquida de alta resolucién, que fueron
denominados: as7a, asB, as14a, as14b y as15a. Las secuencias de aminoacidos
de los péptidos purificados se determinaron por diferentes técnicas: reduccién y
aiquilacion, composicion de aminoacidos y secuenciacién automatica de Edman.
Las secuencias obtenidas de los péptidos purificados, se muestran en el siguiente

cuadro:

Cuadro 5. Secuencia de péptidos aisfados de C, austini,

PEPTIDO SECUENCIA DE AMINOACIDOS
asiba | CKCPSCNFNDVTENCKCCIFRQP
asB | SLYSOWKyKMyyAAGGQ...
as7a | TCKOKGEGCSLDVYCCSSSCKPGGPLDFC
asida | GGVGRCIYNCMNSGGGLNFIQCKTMCY
as14b | RWDVDQCIYYCLNGVVGYSYTECQTMCS

y = y-carboxiglutamato.

La conotoxina as15a presentd un nuevo patrén de cisteinas: C-C-C-C-CC y
provocé sintomas paraliticos en el sistema nervioso central del raton. De igual
forma, las toxinas as14a y as14b provocaron aiteraciones en fa conducta de
ratones y tuvieron un patron de cisteinas que no habia sido encontrado en
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caracoles vermivoros, con un arreglo de cisteinas: C-C-C-C. El péptido asB no
presenté cisteinas, pero present6 un aito contenido de residuos de y-
carboxiglutamato (Zugasti, 2005). Por ultimo, se caracteriz6 un péptido (as7a)
similar a las y-conotoxinas. Esta es la segunda toxina de esta familia que se
caracteriza de un caracol vermivoro. Este péptido causé sintomas téxicos en el
molusco Pomacea paludosa, cuando se administrd por via intramuscular. Sin
embargo, no provocd ningin efecto cuando se administré por via intracerebral en

ratones (Zugasti-Cruz y col., 2006).

Considerando los resultados de la evaluacién farmacolégica realizada con
los extractos, de los bulbos y los ductos de C. austini, empleando el modelo de
ileon aislado de cobayo, en 2006, nuestro grupo de trabajo inici6 un estudio
bioquimico biodirigido de los extractos preparados a partir de los bulbos y ductos de
C. austini. En esa ocasién, se seleccionaron 10 especimenes de C. austini, los
cuales fueron recolectados en la misma fecha en que se recolectaron los caracoles
que fueron objeto de estudio de la presente tesis. Se disectaron los bulbos y los
ductos del aparato venenoso de los caracoles y se prepararon los correspondientes
extractos. Posteriormente, se procedié a realizar su estudio bioquimico biodirigido
utilizando el modelo de ileon de cobayo para monitorear la actividad farmacolégica.
En primer término, se realiz el fraccionamiento primario de los extractos, mediante
HPLC. Ese fraccionamiento permitié la obtencién de ocho fracciones primarias a
partir del extracto de los bulbos y cinco fracciones primarias a partir del extracto de
los ductos. El andlisis cromatografico indicé que tanto el extracto de bulbos, como
el extracto de los ductos presentaban una gran complejidad en el contenido de
péptidos. Ademas, se puso en evidencia que los péptidos contenidos en el extracto
de bulbos eran diferentes a los que se encontraban en el extracto preparado a partir
de los ductos (Hernandez, 2006). Tomando en cuenta, la cantidad de proteina
disponible, se seleccionaron las fracciones G as 34 y G as 42 del extracto de los
bulbos y la fraccién C as 14 (correspondiente a la fraccion que en la presente tesis
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se denominé C as 4) del extracto de los conductos para su subsiguiente analisis
cromatografico. El analisis cromatografico de las fracciones primarias
seleccionadas permiti6 la obtencion de varias fracciones secundarias, las cuales se
evaluaron en el modelo de ileon aislado de cobayo (Cuadro 6) (Hernandez, 2006).

Cuadro 6. Fracciones y péptidos obtenidos a partir del fraccionamiento cromatografico de los
extractos crudos de los bulbos y los conductos de C. austini (Hernandez, 2006).

EXTRACTOS FRACCIONES FRACCIONES PEPTIDOS
CRUDOS PRIMARIAS SECUNDARIAS PURIFICADOS
Gasb
{ Gas 8 |
[ G as 28 |
| G as 31 |
l G as 33 |
BULBOS | G as 34.16" | Gas34.16A |
(G as) G as 34* | Gas3421A |
G as 34.21* [ Gas34.21B |
[ G as 38 1 |
| Gas4221* || Gas4221A |
G as 42* | Gas42.26 |
[ Gas4228 |
| Gas 42.32* |
Cas 12
| Cas148 |
|  Cas1410 |
|  Cas14.12 |
DUCTOS C as 14* |  Cas1413 |
(C as) |  Cas14.14 |
| Cas1415 |
| Cas1416 |
[ C as 16 |
{ Cas19 |
[ C as 20 |

*Fracciones que mostraron actividad en el modelo de ileon aislado de cobayo.
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Desafortunadamente, en esa ocasién no quedé cantidad de proteina suficiente
de las fracciones G as 42.32 y C as 14.12 y por esta razén no fue posible continuar
con su analisis. Por otra parte, si fue posible seguir con el estudio de las fracciones
G as 34.16, G as 34.21 y G as 42.21 (Hernandez, 2006).

El analisis cromatografico, mediante HPLC, de las fracciones G as 34.16, G
as 3421 y G as 42.21 permitié la separacion de cuatro péptidos: el péptido
denominado G as 34.16A (purificado de la fraccion G as 34.16),; los péptidos G as
34.21A y G as 34.21B (purificados de la fraccion G as 34.21) y el péptido G as
42.21A (purificado de la fraccion G as 42.21). De los cuatro péptidos purificados, no
quedd proteina suficiente para realizar un analisis de secuenciacion y solo fue
posible hacer un analisis por gel de electroforesis de G as 34.21A y G as 42.21A
(Figura 6) (Hernandez, 2006).

G as G as
KkDa Std 34.21A 42.21A

70 kDa

Figura 6. Gel de electroforesis de las protefnas purificadas
Gas 34.21Ay G as 42.21A.

El gel de electroforesis demostré que G as 34.21A y G as 42.21A, purificados

a partir de los bulbos del aparato venenoso de C. austini, son proteinas con pesos

moleculares en el rango de 70 kDa, lo cual implicaba que tenian aproximadamente
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700 residuos de aminoacidos. Estos datos sugerian que los bulbos del aparato
venenoso de C. austini contenian proteinas bioactivas, que eran diferentes de las
toxinas hasta entonces purificadas a partir de los ductos de las especies Conus, las
cuales en su gran mayoria son polipéptidos de bajo peso molecular que contienen
una alta proporcioén de cistelnas en su estructura (Gehrmann y col., 1998).

En resumen, a partir del estudio bioquimico biodirigido sobre los extractos de
bulbos y ductos del aparato venenoso de C. austini, fue posible detectar la
presencia de 4 péptidos con posible efecto sobre la contractilidad del ileon. De
acuerdo a los datos proporcionados por el analisis de electroforesis, dos de esos
péptidos, podrian constituir un nuevo tipo de toxinas con efecto sobre receptores
y/o canales ibnicos localizados en las membranas de las neuronas del Sistema
Nervioso Entérico o de las células del muasculo liso del tracto gastrointestinal. Sin
embargo, no fue posible determinar la estructura primaria de dichos péptidos.
También fue posible detectar uha fracciébn cromatrografica bioactiva (G as 42.32)
obtenida a partir del fraccionamiento cromatografico secundario dei extracto de
bulbos que no ha sido estudiada. Por otra parte, con relacién ail extracto preparado
a partir de los ductos, se detect6é una fraccion secundaria bioactiva (C as 14.2) que

no se pudo investigar (Hernandez, 20086).
I1.4 Sistema Nervioso Entérico
I1.4.1. Definicién y funcién del SNE

El sistema nervioso entérico (SNE) se considera la tercera divisién del
sistema nervioso auténomo (SNA) y es independiente del sistema nervioso central
(SNC). Controla y coordina la motilidad, el flujo sanguineo y la secrecién del
sistema digestivo. Contiene aproximadamente 10® neuronas, distribuidas en dos
plexos que se extienden a lo largo del tubo digestivo: el plexo mientérico, localizado
entre la capa de misculo liso longitudinal y la capa de musculo liso circular, y el
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plexo submucoso, asociado con el epitelio mucoso. La funcién refleja del intestino,
que es independiente del SNC, es una respuesta de la accién coordinada de
neuronas sensoriales, inter-neuronas y neuronas motoras excitatorias e inhibitorias.
De manera adicional, el SNE se encuentra conectado con el SNC, mediante dos

vias: una aferente y una eferente (Grundy y Schemann, 2006).

La via aferente controla las sensaciones que se originan en el intestino, tales
como el dolor, la sensacion de saciedad y las nauseas. Por otra parte, la via
eferente esta constituida por las innervaciones del simpatico y del parasimpatico,
los cuales ayudan a controlar y coordinar las diferentes funciones del tracto
gastrointestinal. Los mecanismos nerviosos que coordinan las funcién del sistema
digestivo estdn mediados por un complejo sistema de neurotransmisores,
neuromoduladores y la interaccion de éstos con sus respectivos receptores (Grundy
y Schemann, 2006).

if.4.2. Principales canales idnicos que regulan la excitabilidad de las neuronas del
SNE

(1.4.2.1 Canales de sodio voitaje-dependientes

Los canales i6nicos mas importantes involucrados en la generaciéon de los
potenciales de accién en Ias neuronas del SNE son los canales de Na* voltaje-
dependientes, los cuales se dividen, dependiendo de sus diferencias en la
sensibilidad a la tetrodotoxina. En los plexos mientérico y submucoso del SNE de!
cobayo, se han identificado canales de sodio tipo Na,1.2, Na, 1.3 y Na,1.6. Los
canales Na,1.2 se encontraron en los somas de la mayoria de las neuronas del
SNE. En tanto que los canales Na, 1.3 se localizaron en las dentritas, somas y
axones de las neuronas del plexo mientérico y los canales Na, 1.6 se encontraron
en los axones de neuronas del plexo mientérico de la regién del colon (Bartoo y
col., 2005).
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El hecho de que Ilos canales de Na* se expresen, de manera diferenciada,
en diferentes tipos celulares de neuronas y sitios del SNE, suglere que existen
varios patrones de generaci6n de potenciales de accion.

11.4.2.2 Canales de K" activados por calcio

Una caracteristica importante de las neuronas del SNE, es que presentan
una hiperpolarizacién de larga duracién, que se presenta después de la generacién
de un potencial de acci6n y que determina la excitabilidad de los circuitos nerviosos
del SNE. Esta hiperpolarizacion est4a mediada por la apertura de un canal de K*
dependiente de Ca” (IK) (Fumess y col., 2004).

I1.4.2.3 Otros canales i6nicos localizados en las neuronas del SNE: canales iénicos

sensibles al 4cido (acid-sensing ion channels; ASICs)

Los ASICs se encuentran distribuidos en las neuronas del SNC y del sistema
nervioso periférico (SNP) y se ha encontrado evidencia que sugiere que este tipo
de canales estan involucrados en la mecanocepcién (sensaci6n de movimiento) y ia
nocicepcién (sensaciéon de dolor). Se ha demostrado que los canales ASIC3
participan, de manera importante, en las funciones de mecanocepcién, mediada por
las neuronas aferentes del SNE (Page y col., 2005).

1.4.3. Neurotransmisores y neuromoduladores presentes en el SNE y sus

respectivos receptores
En el Cuadro 7 se presentan los principales neurotransmisores y

neuromoduladores que se encuentran en el SNE, asi como sus respectivos
receptores.
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Cuadro 7. Principales neurotransmisores del SNE y sus receptores.

NEUROTRANSMISOR

RECEPTOR

REFERENCIA

Acetilcolina (ACh)

Nicotfnico Ny
Muscarinico M, y Ms

Obaid y col., 2005;
Zholos y col., 2004

Trifosfato de adenosina (ATP)

Purinérgicos

(P2X,-P2X7)

Obaid y col., 2005

Xiang y Burnstock, 2005

Serotonina (5-HT)

5-HT3, 5-HT4 Yy 5-HT7

Tonini, 2005

Histamina (H)

Hq, Hay Hs

Hill y col., 1997

Oxido nitrico

Guanilato ciclasa (sGC)

Kreiss y col., 2004

Acido y-aminobutirico (GABA) GABAg Costa y cal., 2000
. .. Singewald y col, 2000;
Acido glutamico NMDA
Hill y col., 1997,
Costa y col., 2000;
Dopamina (D) D,yD, Brookes, 2001;
Ash y Phillips, 2003
) Furness, 2000;
Noradrenalina ay, oz, Y B2 .
Galligan y col., 2000
. Brookes, 2001;
Somatostatina (SST) SST, y SST; .
Ubiliuz, 1993
Polipéptido vasoactivo intestinal Brookes, 2001;
VIP; y VIP,
(VIP) Leung y col., 2003
Costa y col., 2000;
Neuropéptido Y Y,

Furness, 2000

En los siguientes incisos se presenta informacién relevante con relacién a

algunos de los principales neurotransmisores y neuromoduladores que se

encuentran en el SNE.

11.4.3.1 Acetilcolina (ACh)

La ACh, actuando a través de receptores colinérgicos nicotinicos, es el

principal neurotransmisor involucrado en la activacién sinaptica rapida del SNE. Los
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receptores nicotinicos de las neuronas entéricas constan de subunidades
as, os, B2, Ba Y o7. La expresion de estos receptores no es uniforme en las neuronas
del SNE, ya que existe variabilidad en su expresion en diferentes grupos de
neuronas (Obaid y col., 2005).

Los receptores nicotinicos neuronales contribuyen a la transmision sinaptica
rapida en los plexos entéricos. En tanto que los receptores muscarinicos,
principalmente localizados en la membrana celular del musculo liso, median la
contraccién provocada por ACh en las capas del musculo liso (Eglen y col., 1 996;
Zholos y col., 2004). Los receptores muscarinicos Mz y M; son co-expresados en el
musculo liso gastrointestinal y su activacién produce dos efectos principales que
involucran la inhibicién de adenilato ciclasa y la activacién de la fosfolipasa C
(PLC), respectivamente (Eglen y col., 1996; Zholos y col., 2004).

11.4.3.2 Trifosfato de adenosina (ATP)

El ATP es otro neurotransmisor y neuromodulador de la activacién sinaptica
rapida y lenta en el SNE y presenta diferentes receptores purinérgicos (P2X1-P2X7).
En el ileon de cobayo se han encontrado despolarizaciones rapidas, mediadas por
la interaccién del ATP con receptores (P2X3) y despolarizaciones lentas, resultado
de la estimulacién de receptores P,Y> (Xiang y Burnstock, 2005).

I1.4.3.3 Serotonina (5-hidroxi-triptamina)
La serotonina desempefa un papel muy importante en el mantenimiento de
la funcion normal del tracto digestivo y en la comunicacion entre éste y el SNC

(Gershon, 2005). En el SNE se encuentran receptores serotoninérgicos 5-HTs, 5-
HT, y 5-HT; (Tonini, 2005).
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Los receptores 5-HT, se encuentran en el plexo submucoso y en el
mientérico. La activacién de estos receptores, localizados pre-sinapticamente,
provoca la liberacién de ACh, lo cual resulta en una estimulacion del musculo liso
intestinal (Liu y col., 2005). En contraste, la activacion de los receptores 5-HT;
provoca una relajaciéon del intestino, mediada por una estimulacién de neuronas
nitrérgicas, que expresan 6xido nitrico sintetasa (NOS). Dicha estimulacion, da
como resultado la produccién de éxido nitrico (NO), el cual estimula su receptor
intracelular, la guanilato ciclasa soluble (sGC), localizada en las células del musculo

liso, provocando su relajacién (Tonini, 2005).
11.4.3.4 Histamina

La histamina es un importante neurotransmisor endégeno ampliamente
distribuido a lo largo del tracto gastrointestinal y éste regula una variedad de
eventos patofisiolégicos del sistema digestivo, incluyendo la secrecion acida
gastrica, la motilidad intestinal, las respuestas vasomotoras, las enfermedades que
involucran Ulceras pépticas, las respuestas inflamatorias intestinales y las
reacciones alérgicas. Todos estos eventos implican la interaccién de la histamina
con receptores Hy, Hz y Hs (Hill y col., 1997). En las células del musculo liso
gastrointestinal se expresan principalmente receptores H,. La respuesta contractil
del ileon a la histamina se produce a través de la activacién de este receptor, lo
cual provoca la elevacién de los niveles de inositol 1,4,5-trifosfato, induciendo
movilizacién del calcio intracelular (Donaldson y Hill, 1986).

I1.4.3.5 Oxido nitrico

La oxido nitrico sintetasa (NOS) se encuentra presente en un gran nimero
de neuronas entéricas, en las que el NO contribuye en los mecanismos que
controlan la motilidad. Ademas de ésta fuente neuronal de NO (nNOS), este
mensajero quimico también es producido por otros componentes del sistema
inmune gastrointestinal, tales como los monocitos y macréfagos. Como ya se
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describié anteriormente, el NO provoca relajacion del musculo liso intestinal, la cual
esta mediada por la estimulacién de la guanilato ciclasa soluble (sGC), con la
respectiva elevacion de la produccién de GMPc (Kreiss y col., 2004).

11.4.3.6 Acido y-aminobutirico (GABA)

El GABA es un neurotransmisor presinaptico en el SNE. Se forma a partir de
la decarboxilaciéon enzimatica del acido giutamico y su accion esta mediada en el
SNE por receptores metabotrépicos GABAg (Liu, 2005 ).
11.4.3.7 Acido glutamico

El acido glutamico es uno de los neurotransmisores excitatorios que se
localizan en el SNE, en cuyas neuronas se han localizado receptores ionotrépicos
NMDA (Singewald y col., 2000).
11.4.3.8 Dopamina

La dopamina es un neurotransmisor que se produce principalmente en el
nucleus accumbens, la substancia nigra y el cuerpo estriado. Aunque también en el
SNE se han encontrado receptores dopaminérgicos D4 y D, (Ash y Phillips, 2003).
11.4.3.9 Noradrenalina (NA)

En el SNE se localizan neuronas adrenérgicas que producen noradrenalina
la cual, actiia sobre receptores noradrenérgicos a1, oz, Y Pz (Furness, 2000;

Galligan y col., 2000).

11.4.3.10 Somatostatina
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Este neuromodulador constituye uno de los neuropéptidos mas importantes
localizados, en el SNC (con mayor predominio en el hipotalamo) y en el SNE.
También se ha localizado en las células D del antro gastrico y en los islotes de

Langerhans del pancreas.

Los efectos mas importantes de la somatostatina incluyen la inhibicién de las
secreciones del estdmago, del pancreas, del intestino delgado y del aparato biliar.
También se sabe que este neuropéptido modula la actividad motora gastrointestinal
por su interaccion con receptores SSTy y SST,, (Brookes, 2001: Ubilluz, 1993).

11.4.3.11 Polipéptido vasoactivo intestinal (VIP)

El' VIP es liberado por las neuronas del plexo submucoso y el nico péptido en
el intestino que eleva los niveles de AMPc (Leung y col., 2003).

11.4.3.12 Neuropéptido Y

Neuropéptido Y, es el principal agente pro-absorcién y anti-secrecion
liberado por las terminaciones nerviosas entéricas (Costa y col., 2000; Furness,
2000).

I.4.4. Receptores a otros mensajeros quimicos localizados en el SNE

I.4.4.1 Receptores al factor liberador de corticotropina

Se sabe que cambios en el SNC, tales como la depresién o la ansiedad
influyen, de manera importante, en la funcion del tracto gastrointestinal y pueden
producir procesos inflamatorios en éste. Existen evidencias que sugieren que el
factor liberador de corticotropina esta involucrado en estas alteraciones intestinales
inducidas por el estrés (Tache y Perdue, 2004), las cuales incluyen disfunciones en
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la funcién motora de propuisiéon del intestino, en la secrecion de la mucosa y en la
barrera epitelial. En el ileon de cobayo se han encontrado receptores al factor
liberador de corticotropina CRF4. En el SNE del humano, a la fecha todavia no se

han identificado receptores CRF, (Liu y col., 2005).

11.4.4.2 Receptores a canabinoides

Los canabinoides inhiben la motilidad gastrica e intestinal a través de la

activacién de receptores CB1 (Mathison y col., 2004).

I1.4.4.3 Receptores a prostaglandinas

En las neuronas del SNE se expresa, de manera constitutiva Ila
ciclooxigenasa (COX)-2, de tal manera que las prostaglandinas se consideran como
otra clase de moléculas de sefializacion liberadas por el SNE (Costa, 2004; Porcher
y col., 2004).

11.5 Contraccién espontanea del musculo liso intestinal

El musculo liso intestinal se contrae de manera espontanea cuando se estira
y ésta contraccién no depende de ninguna inervacién extrinseca. Existen estimulos
en el intestino, por ejemplo la presencia de alimentos, que generan la distensién de
las paredes gastrointestinales, induciendo una actividad motora en las células del
musculo liso intestinal. Esta actividad, que incluye los movimientos peristalticos,
esta controlada por circuitos nerviosos intrinsecos del SNE (Furnes y Costa, 1987;
Hasler, 1994). Los circuitos nerviosos intrinsecos contienen neuronas intrinsecas
aferentes primarias que responden a la distensién de las paredes del intestino y son
las primeras en recibir la informacién sobre la naturaleza e intensidad del estimulo
(Grider y Jin, 1994; Furness y col.,, 1998; Kunze y col, 1999). Las neuronas

intrinsecas aferentes primarias, son neuronas Dogiel tipo Il que se encuentran
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distribuidas en ambos plexos (mientérico y submucoso) del SNE (Furness y coi.,
1998).

La respuesta de estas neuronas al estiramiento depende de la apertura de
canales activados por estiramiento ("stretch activated channels") localizados en la
membrana del musculo liso intestinal. La apertura de estos canales inicia la
contraccion de la célula muscular. EI movimiento mecanico provocado por [a
contraccién induce la distorsién de sitios especificos en las membranas de las
neuronas intrinsecas aferentes, provocando la activacion de canales iénicos en las
membranas neuronales, con lo cual se generan y propagan potenciales de accién

que se transmiten a otras neuronas y a otras células musculares (Kunze, 1999).

11.6 Modelo de ileon aislado de cobayo

El hecho de que exista una gran variedad de sustancias
neurotransmisoras en el SNE, permite compararlo fam€macolégicamente con el
sistema nervioso central (SNC). Asi, la musculatura lisa gastrointestinal inervada
por el SNE constituye un tejido adecuado para la caracterizacion de compuestos
con potencial actividad farmacolégica a nivel del sistema nervioso y del musculo
liso gastrointestinal (Samuelsson, 1990; Rojas y col., 2002).

Este modelo presenta ventajas adicionales como la relativa facilidad del
bioensayo y el requerimiento de pequefias cantidades de sustancia para inducir un
efecto en el ileon. Por las razones antes mencionadas el modelo de ileon aislado
de cobayo resulta muy apropiado, tanto en la evaluaciéon faimacologica preliminar
de los extractos crudos preparados a partir de diferentes organismos, como en el
monitoreo de la actividad biolégica durante el proceso de aislamiento de los

principios activos (Samuelsson, 1990; Rojas y col., 2002).
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11.7 Justificacion

El estudio farmacolégico previamente realizado sobre C. austini, indicé que
el extracto crudo de los ductos de su aparato venenoso contiene péptidos
bioactivos que tienen efecto sobre el Sistema Nervioso Entérico (SNE) o la
musculatura lisa intestinal. Sin embargo, a la fecha se desconoce la identidad de
los compuestos responsable de dicho efecto farmacolégico, ya que el inico estudio
bioquimico efectuado sobre esta especie no involucré el monitoreo de la actividad
farmacolégica durante el proceso de la purificacion de los péptidos contenidos en el

veneno de este caracol.

Por este motivo, en el presente trabajo de investigacion se planteé realizar el
estudio bioguimico biodirigido del extracto de los ductos de C. austini a fin de
purificar y caracterizar la estructura primaria de los péptidos que presentan efecto
en el modelo de ileon aislado de cobayo. Es importante mencionar que aunque se
han realizado varios estudios sobre la especie del género Conus, a la fecha son
escasos los estudios efectuados sobre especies de este género que habitan en los
mares mexicanos. De tal manera que, continuando con el esfuerzo iniciado por el
Dr. Edgar P. Heimer de la Cotera y su grupo de colaboradores del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM, se propuso la realizacién de esta tesis a fin de
contribuir con el estudio de organismos marinos que habitan en mares de México y
que constituyen fuentes potenciales valiosas de compuestos bioactivos.
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Ill. HIPOTESIS

El ducto del aparato venenoso de C. austini contiene péptidos que tienen

efecto sobre el sistema nervioso entérico o sobre la musculatura lisa intestinal.
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IV. OBJETIVOS
IV.1 General
Purificar y determinar la estructura primaria de los péptidos contenidos en los
ductos del aparato venenoso de C. austini que modifican la contractilidad del ileon
aislado de cobayo.
IV.2 Especificos
» Realizar el estudio bioquimico biodirigido del extracto preparado a partir de

los ductos del aparato venenoso de C. austini, con el objeto de purificar los péptidos

que modifican la contractilidad del fleon aislado de cobayo.

= Determinar la estructura primaria de los péptidos bioactivos purificados a
partir de los ductos del aparato venenoso de C. austini.
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V. METODOLOGIA

La metodologia que se utiliz6 para la realizacion del presente trabajo,
involucré los siguientes pasos: 1) recoleccion de los especimenes de C. austini; 2)
extraccion del veneno a partir de los ductos del aparato venenoso de C. austini y 3)
estudio bioguimico biodirigido del extracto preparado a partir de los ductos del

aparato venenoso de C. austini.

V.1 Recoleccion de los especimenes de C. austini

La recoleccion de los especimenes se llevé a cabo del 14 al 19 de octubre
del 2000 en la plataforma de Tamaulipas (Enfrente de la Laguna Madre). Los
especimenes se recolectaron por arrastre, mediante redes camaroneras y a
diferentes profundidades de 50-80 m.

Figura 7. Especimenes utilizados para el analisis.

Los especimenes fueron almacenados a -20° C y se transportaron, al

Laboratorio de Neurofarmacologia Marina del Instituto de Neurobiologia de la
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UNAM en Querétaro, donde fueron congelados a -70 °C, hasta su posterior

estudio.
V.2 Extraccion del veneno

Los cuerpos de 13 caracoles pequefios fueron separados de sus conchas,
mediante centrifugacion de los especimenes enteros a 900 °G durante 3 minutos a
4 °C en una centrifuga (Beckman GPR). Posteriormente, se disecaron los ductos
del aparato venenoso con la ayuda de pinzas y tijeras en hielo (Figura 8). Una vez
aislados, los ductos se colocaron en tubos Eppendorf de 2 mL, y se agreg6 a cada
tubo 1 mL de solucién amortiguadora de extraccion en hielo con una composicion
de 40% (viv) de acetonitrilo (ACN) y 2% (v/v) de acido trifluoroacético (TFA).

Posteriormente, se realizé la extraccion de los péptidos mediante la
homogenizacién de los ductos; utilizando un homogenizador manual vidrio/vidrio
(Kontes Glass Co., Duall ®modelo 22). El homogenizado resultante se pas6 a un
tubo Eppendorf de 2 mL adicionando 1 mL de solucién de extraccion para lavado,
obteniéndose un volumen final de 2 mL. Se centrifugé a 1130 °G durante 15
minutos a 4°C, en una centrifuga Sorvall, modelo MC 12.

Figura 8. Aparato venenoso de C. austini.
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Se colect6 el sobrenadante de los ductos en un tubo Eppendorf de 2 mL y
se determind la concentracién de proteina total por el método de Lowry modificado
mediante un kit (Bio-Rad protein DC Assay).

Dicho sobrenadante se sometié6 a un sistema de secado por vacio Savant
(Speed Vac Plus, modelo SC 110 A, centrifuga y bomba de vacio UVS 400).

V.3 Estudio bioguimico biodirigido del extracto de los ductos del aparato venenoso
de C. austini.

V.3.1 Fraccionamiento cromatografico del extracto de los ductos.

El fraccionamiento del extracto, asi como la separacion y purificacién de los
péptidos, se efectué mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién de fase
reversa (RP-HPLC), utilizando un equipo Varian (Prostar, detector modelo 310;
bombas modelo 230); se empled una asa de inyeccion de 5 mL. La deteccién de los
péptidos fue realizada mediante un espectrofotometro de flujo ajustado a 220 nm de
longitud de onda. Se prepard la siguiente composicién de disolventes: solucién A
(0.1% de TFA en agua desionizada) y solucion B (0.085 % TFA en 90 % ACN
/agua).

Para realizar el fraccionamiento cromatografico primario del extracto crudo
de C. austini, se utilizé una columna analitica C18 (Vydac 218TP54, 4.6 x 250 mm;
tamario de particula de 5 um). A la columna se le aplicé un paso isocratico del 5%
de solucién B por 10 minutos; posteriormente, se desarrolié un gradiente de 5-75%
de solucion B en 102 minutos a un flujo de 1ml/min. A partir de este fracionamento
primario se obtuvieron 9 fracciones (Cas 1,Cas2,Cas3,Cas4,Cas 5, Cas6,C
as7, C as 8, C as 9). En un estudio anterior (Hernandez, 2006), se encontré que la
fraccion C as 4 presentaba un efecto excitatorio significativo sobre la contractilidad
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del ileon aislado de cobayo, y por esta razén se seleccioné para continuar con los

analisis cromatograficos a fin de purificar los péptidos bioactivos.

V.3.2 Separacion y purificaciéon de los péptidos bioactivos

La fracciéon C as 4 se sometié a una nueva cromatografia de fase reversa, se
aplicé un paso isocratico de 13% de solucién B por 5 minutos, desarrollando un
gradiente del 13-37% de solucién B en 105 minutos. El flujo en los tres casos fue de
1 mbl/min. Las fracciones secundarias obtenidas a partir de los analisis
cromatograficos descritos anteriormente, fueron evaluadas mediante el ensayo de
ileon de cobayo y se seleccioné Ia fraccion C as 4.2, la cual presentdé un efecto
farmacologico en el ileon. Esta fraccion bioactiva fue sometida a un posterior

analisis cromatografico que se resume a continuacion:

La fraccion C as 4.2 se sometié a un analisis cromatografico en un equipo
Varian (Prostar, detector modelo 310; bombas modelo 230); se empleé una
columna analitica C8 (Vydac 208TP54, 4.6 x 250 mm; tamafio de particula de 5
Em). En el anélisis de la fraccion se utilizé6 un asa de 1 mL y un paso isocratico de
7% de solucién B durante 5 minutos; desarrollando un gradiente del 7-28% de
solucion B en 84 minutos con el mismo flujo. A partir de la fraccion C as 4.2 se
separaron dos péptidos denominados C as 4.2.1 y C as 4.2.2, los cuales fueron

evaluados mediante el ensayo de ileon de cobayo.
V.3.3 Ensayo de ileon aislado de cobayo
Para el registro de ileon aislado, se utilizaron cobayos machos aduitos (600-

800 g); los animales se sacrificaron por dislocacién cervical y el intestino delgado
disecado se colocd en solucion Krebs (mM): NaCl 119, KCI 4.6, NaHCO, 20,
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KH,PO, 1.2, MgSO, 1.2, CaCl, 1.5 y glucosa 11.4 (pH 7.4), burbujeado

constantemente con una mezcla gaseosa de 5% de CO, en O,.

Se separé la porcidon correspondiente al ileon y se hicieron cortes

transversales para obtener anillos de aproximadamente 1 cm de longitud. Estos se

colocaron posteriormente en camaras de incubacién con solucién Krebs a 37°C y
con el burbujeo constante de la mezcla de CO,-O,. Las contracciones mecanicas
se registraron isométricamente por medio de transductores de fuerza Grass
Modelo FT03, acoplados a un poligrafo Grass de 4 canales Modelo 7D. La
actividad espontanea del fleon se mantuvo a una tension de un gramo. Después de
un periodo de estabilizacibn de 30 minutos, se registré la actividad espontanea
durante 10 minutos. Estos registros se utilizaron como control. Al cabo de este
periodo, se evaluaron los efectos de los péptidos durante 10 minutos. Los
resultados obtenidos se compararon con el control (Rojas y col., 1995).

V.3.4 Secuenciacion del péptido C as 4.2.2

La secuenciacion automatica se llevé a cabo en el equipo "Procise
491 Protein Sequencing System" de Applied Biosystems Inc. (Foster City CA),
empleando el método "Pulsed-Liquid”, del fabricante. Se usaron de 6 a 60
microlitros de una solucién que contenia el péptido. Se aplicaron aproximadamente
20 pmoles del péptido para llevar a cabo la secuenciacion. La obtencion de la
secuencia del péptido C as 4.2.2 se llevd a cabo mediante el método de

degradacion de Edman.
En la Figura 9 se muestra un diagrama de flujo en el que se resume la

metodologia empleada para la purificacién de los péptidos C as 4.2.1y C as 4.2.2
a partir de los ductos de C. austini.
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Figura 9. Diagrama de flujo de la metodologla realizada en este proyecto.
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VI. RESULTADOS
V1.1 Obtencion del extracto crudo

Se disecaron los ductos del aparato venenoso de 13 caracoles C. austini,
utilizando un microscopio estereoscopico. Se preparé un extracto a partir de los
ductos, al cual se le determind la cantidad de proteina, mediante el método de

Lowry (Cuadro 8).

Cuadro 8. Contenido total de protefna en el extracto preparado
a partir de los ductos de los especimenes de C. austini.

CARACOLES (13) PROTEINA (mg)

DUCTOS 4.888

V1.2. Estudio bioquimico biodirigido del extracto crudo preparado a partir de los
ductos del aparato venenoso de C. austini y purificacién de los péptidos bioactivos

A partir del fraccionamiento primario del extracto crudo de los ductos
(cromatrograma de la Figura 10), se obtuvieron 9 fracciones primarias (C as 1, C as
2,Cas3,Cas4,Casb5 Cas6 Cas7, Cas 8 Cas9). Lafraccion C as 4 se
seleccioné para su subsiguiente analisis cromatografico, debido a que en un
analisis previo, se habia encontrado que esta fraccién provocaba una estimulacién
de las contracciones espontaneas del ileon (Hermandez, 2006). El analisis
cromatografico de C as 4 se llevé a cabo mediante cromatografia de fase reversa;
el cromatograma obtenido se muestra en la Figura 11. En dicha figura se resalta la
fraccion secundaria C as 4.2 que fue elegida para continuar con la purificacién de
los péptidos. El andlisis cromatografico de la fraccion C as 4.2, mediante HPLC, se
muestra en la Figura 12, en la que se observan dos picos que indican la presencia

de dos péptidos que se denominaron C as 4.2.1y C as 4.2.2.
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Figura 10. Fraccionamiento cromatografico primario del extracto crudo de los ductos del aparato venenoso de C. austini.
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Figura 11. Cromatograma de la fraccién C as 4 obtenida a partir del fraccionamiento primario del extracto crudo de los ductos de C. austini.

Se sefialan las dos fracciones obtenidas: C as 4.1y C as 4.2,
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Figura 12. Cromatograma de la fraccién C as 4.2. Se observan dos picos correspondientes a los peptidos Cas 4.2.1y C as 4.2.2.




Los péptidos C as 4.2.1 y C as 4.2.2 fueron evaluados, mediante el ensayo
de ileon aislado de cobayo. Los resultados de esta evaluacién mostraron que el
péptido C as 4.2.2 indujo un efecto excitatorio significativo cuando se evalu6 a una
concentracién de 0.01 pg/mL. Este efecto correspondié al 30.43% del efecto
inducido por acetilcolina (ACh) 1 uM. En la Figura 13 se muestra un registro
representativo del efecto inducido por C as 4.2.2 sobre el ileon. Por otra parte, la
evaluacion de C as 4.2.1 mostré6 que este péptido no modifico, de manera
significativa, la contractilidad del ileon, cuando se evalué a una concentracién de
0.01 pug/mL. La Figura 14 muestra el efecto inducido por C as 4.2.1 sobre las
contracciones espontaneas del fleon. Considerando que C as 4.2.2 presentd un
mayor efecto excitatorio sobre el fleon, éste se seleccioné para su posterior analisis

de secuenciacién, mediante el método de degradacién de Edman.
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Figura 14. Efecto del péptido C as 4.2.1 (0.01

ug/mL) sobre las contracciones espontaneas del

Figura 13. Efecto del péptido C as 4.2.2 (0.01

pg/mL) sobre las contracciones esponténeas del

fleon aislado de cobayo. fleon aislado de cobayo.

En el Cuadro 9 se muestra un resumen del proceso de purificacion de los
péptidos C as 4.2.1 y C as 4.2.2, a partir del extracto crudo de los ductos del

aparato venenoso de C. austini.
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Cuadro 9. Fracciones y péptidos obtenidos a partir del fraccionamiente cromatografico

del extracto crudo de los ductos de C. austini.

EXTRACTO | FRACCIONES | FRACCIONES PEPTIDOS
CRUDO PRIMARIAS SECUNDARIAS PURIFICADOS
Cas1
Cas?2 l
| Cas3 |
[ Cas41 |

DUCTOS Cas4’ Casaz |—C@s421 |

(C as) | Cas 4.2.2_: J
[ Cas5 |
| Cas6 ]
| Cas7 1
[ Casg |
|  Cas9 |

*Fracciones y péptidos que mostraron actividad en el ileon aistado de cobayo.

V1.3. Determinacién de la estructura primaria del péptido C as 4.2.2

El analisis de secuenciacion de C as 4.2.2 revel6 15 aminoacidos de su
estructura primaria es la siguiente:

?-Val-Gly-GIn-Gly-Gly-Thr-Gin-Arg-Ser-Thr-Asp-Gin-Thr-Ala

La identidad del residuo de aminoacido correspondiente a la porcién amino
terminal no se pudo determinar de manera inequivoca, debido a la poca cantidad
disponible de muestra. El equipo de secuenciacion indicé que los probables
residuos correspondientes al amino terminal son: Ser, Thr, Gly, Ala o Val. También
existe ambigiledad con relacién a la identidad de los aminoacidos en las posiciones
6, 7, 8 y 11. Se espera que el analisis por espectrometria de masas proporcione

informacion que ayude a identificar, de manera inequivoca estos aminoacidos.
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VIl. DISCUSION

La estrategia de investigacion utilizada para la realizacion de esta tesis,
comprendié la preparacion del extracto crudo preparado a partir de los ductos del
aparato venenoso de C. austini, la realizacion del estudio bioquimico biodirigido de
de este extracto con el objeto de purificar los péptidos bioactivos y la determinacién
preliminar de la estructura primaria de los péptidos purificados. Para el monitoreo de
la actividad farmacolégica se empleé el modelo de ileon aislado de cobayo, €l cual
se utiliza ampliamente en farmacologia para la detecciéon de especies bioactivas, asf
como para el analisis preliminar del mecanismo de accidén de sustancias con efecto

sobre el sistema nervioso o la musculatura lisa intestinal (Gershon y col., 1994).

Es importante mencionar que los estudios bioquimicos y farmacol6gicos
realizados hasta la fecha con especies de la superfamilia Conoidea (Conacea) se
han centrado en la investigacion de los componentes del veneno que se extrae a
partir de los ductos del aparato venenoso de los caracoles y a la fecha no se sabe a
ciencia cierta cual es la funcién de los bulbos de los caracoles y también se
desconoce cual es su participacion en la secrecion del veneno (Freeman y col.,
1974: Halstead, 1988; Olivera, 1997; Marshall y col., 2002).

Para la realizacién del presente trabajo, se seleccionaron 13 especimenes de
C. austini, a partir de los cuales se disecaron los bulbos y los ductos del aparato
venenoso. Se prepararon los correspondientes extractos y se determiné que el
extracto de los ductos contenia 4.8 mg de proteina. Una vez preparado el extracto
de ductos, se procedi6 a realizar su estudio bioquimico biodirigido. Por otra parte, el
extracto de los bulbos fue objeto de otro estudio bioquimico.
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El primer paso en la secuencia metodolégica de estudio bioquimico involucré
el fraccionamiento primario del extracto, mediante cromatografia de liquidos de alta
resolucion. Este fraccionamiento permitié la obtencién de nueve fracciones primarias
(C as 1 — C as 9). Vale la pena hacer mencion que este analisis cromatografico
indic6 que el extracto de los ductos presentaba una gran complejidad en el
contenido de péptidos y al comparar el cromatograma del fraccionamiento primario
del extracto de ductos (Figura 10), con el correspondiente al extracto de los bulbos
(Figura 15), se puso en evidencia que los péptidos contenidos en ambos extractos

son diferentes.
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Figura 15. Cromatograma correspondiente al fraccionamiento del extracto crudo preparado a partir
de los bulbos del aparato venenoso de C. austini.
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Considerando que en un estudio previo se habia encontrado que C as 4
provocaba una estimulacibn de las contracciones espontaneas del ileon
(Hernandez, 2006), esta fraccion se seleccioné para continuar con el estudio. El
analisis cromatografico de C as 4 pemiti6 la obtencion de dos fracciones
secundarias: C as 4.1 y C as 4.2. En el estudio previo al que hemos hecho
referencia (Hernandez, 2006) se habia demostrado que la fraccion secundaria C as
4.2 era la que conservaba el efecto excitatorio inducido por la fraccion original C as
4 (Cuadro 9). El efecto excitatorio producido por C as 4.2, fue bastante significativo,
ya que a una concentracién de proteina de 0.01 pg/ml indujo una excitacién en el
ileon de aproximadamente un 42.44 %, con respecto a la contractilidad normal de
dicho tejido (Hernandez, 2006). Por este motivo, la fraccion secundaria C as 4.2 fue

elegida para continuar con la purificacion de los péptidos.

El andlisis cromatografico, mediante HPLC, de la fraccién C as 4.2 permitié
la purificacion de dos péptidos que se denominaron C as 4.2.1 y C as 4.2.2, los
cuales fueron evaluados, mediante el ensayo de ileon aislado de cobayo. Los
resultados de esta evaluaciéon mostraron que sélo el péptido C as 4.2.2 estimulé las
contracciones espontaneas del ileon, con un efecto correspondiente al 30.43 % del
efecto inducido por ACH 1 uM, cuando se evalué a una concentracién de 0.01
pg/ml. Con respecto a la evaluacion farmacolégica de C as 4.2.1, se encontré que

este péptido no modifico significativamente las contracciones del ileon.

En este punto de la investigacion no es posible proponer un mecanismo de
accion que explique el efecto excitatorio inducido por el péptido C as 4.2.2. Como se
mencioné en la seccion de antecedentes, la contractiidad del musculo liso
gastrointestinal “in vivo” estd modulada por el SNE y los impulsos de origen
extrinseco que provienen del SNA simpatico y parasimpatico (Grundy y Schemann,
2006). Por otra parte, las células musculares de un trozo aislado de fleon se
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encuentran bajo la influencia exclusiva del SNE y su estado contractil, en un
momento determinado, depende del balance de la informacién controlada por los
diversos mensajeros quimicos, ya sea estimuladores o inhibidores que se
encuentran en el SNE. Este balance puede ser alterado por la accién de farmacos y
sustancias de prueba. Al adicionar una sustancia de prueba a la soluciéon de Krebs-
Henseleit en la que se encuentra el trozo de ileon, se puede inducir un cambio en el
estado contractii del musculo liso intestinal, causando una contraccién o una
relajaciéon. Este cambio puede ser registrado con el objeto de estudiar el efecto de
dichos farmacos o sustancias de prueba (Samuelsson, 1990; Williamson y col.,
1996).

Los cambios en la contractilidad del ileon inducidos por una sustancia de
prueba pueden ser el resultado de su interferencia con la sintesis, la liberacién o la
degradacion de mensajeros quimicos. Pero también, pueden ser el resultado de la
accion directa de las moléculas con los receptores de dichos mensajeros quimicos.
De manera adicional, los farmacos pueden modificar los efectos de los
neurotransmisores, hormonas o autacoides, actuando directamente en sus
receptores o produciendo una interferencia con la produccién de segundos
mensajeros, como por ejemplo, el AMPc, el GMPc, el diacil-glicerol (DAG) o el
inositol trifosfato (IP3), los cuales a su vez, influyen en los niveles intracelulares de
Ca**. Ademas, el farmaco puede actuar directamente sobre las células del misculo
liso intestinal, interfiriendo con el transporte de Ca%" o con los mecanismos de
contraccion muscular (Gershon y col., 1994).

De tal manera, que la presencia en el SNE de un gran niimero de terminales
nerviosas con diferentes neurotransmisores y con varios tipos de receptores,
permite que el ensayo de ileon aislado constituya una excelente herramienta de
investigacién para la deteccion del efecto de sustancias de prueba y para el
monitoreo de la actividad farmacolégica durante los procesos de purificacion de
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compuestos bioactivos. Sin embargo, debido a la complejidad que representan los
multiples posibles sitios y mecanismos de accion, resulta muy dificil la elucidacién
exacta del mecanismo de accién de las sustancias de prueba, empleando

unicamente este bioensayo.

Con relacion a la identidad quimica de C as 4.2.2, el andlisis de
secuenciacion por degradacion de Edman, indico 15 aminoacidos de su estructura

primaria:

2-Val-Gly-GIn-Gly-Gly-Thr-GlIn-Arg-Ser-Thr-Asp-Gin-Thr-Ala
(?-VGQGGTQRSTDQTA)

Debido a la poca cantidad de muestra disponible, no fue posible determinar
con precision cual era el aminoacido correspondiente a la porcién amino terminal. El
equipo de secuenciacion indico que este aminoacido podria ser Ser, Thr, Gly, Alao
Val. También existe ambigiiedad con relacion a los aminoacidos en las posiciones 6,
7, 8 y 11. Sera necesario esperar los resultados del analisis por espectrometria de
masas, el cual se encuentra en proceso, a fin de corroborar la estructura de este

péptido.

Independientemente de la confirmacion de la estructura primaria de C as
4.2.2, las evidencias sugieren que no contiene ningtn residuo de Cys, lo cual indica
que no pertenece a ninguno de los grupos de conotoxinas ricas en Cys identificados
a la fecha. Su estructura tampoco se parece a la estructura de las Conantoquinas,
Contulaquinas o Conorfamidas (Cuadro 10), las cuales son conopeptidos que
carecen de Cys (Maillo y col., 2002; Amirshaw y Alewood, 2005).
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Cuadro 10. Conopéptidos que no contienen residuos de Cys

NOMBRE SECUENCIA
Conantoquina-G GEyyLQyYNQyLIRYKSN
Contulaquina-G ZSEEGGSNATYKKPYIIL
Conorfamida-Sc1 GPMGWVPVFYRF

y = y-carboxiglutamato

En este sentido es importante mencionar que en el estudio bioquimico
biodirigido del extracto obtenido a partir de los bulbos del aparato venenoso de C.
austini (Valencia, 2007), que se realizé6 de manera simultanea al presente trabajo, se

purificé un péptido de 12 aminoacidos, con la siguiente estructura primaria:

Gly-Pro-Met-y-Asp-Pro-Leu-Glu-lle-lle-Arg

El novedoso péptido purificado a partir de los bulbos del aparato venenoso de
C. austini, presenta una gran similitud con la conorfamida Sr2, previamente
purificada a partir de los ductos del aparato venenoso de C. spurius (Maillo, 2001) y
por esta razén se ha propuesto su clasificacion como una nueva conorfamida
(Valencia, 2007). Esta nueva conorfamida purificada a partir de los bulbos, induce
un efecto excitatorio sobre las contractilidad del ileon de cobayo, de manera
semejante a la que induce el péptido C as 4.2.2, obtenido a partir de los ductos en la

presente investigacion.

Con base en los resultados obtenidos en esta tesis es posible proponer que
el péptido C as 4.2.2, purificado a partir de los ductos del aparato venenoso de C.
austini podria constituir una nueva clase de conopéptidos bioactivos con efecto
sobre receptores y/o canales ibnicos localizados en las membranas de las neuronas
del Sistema Nervioso Entérico o de las células del masculo liso del tracto

gastrointestinal.
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Resulta interesante la observacion de que el péptido C as 4.2.2 se haya
purificado a partir de un pico minoritario en el cromatograma obtenido del analisis
del extracto total, y cuyo tiempo de retencién, en las condiciones cromatograficas
utilizadas, resulta ser muy diferente al correspondiente tiempo de retencién que
presentaron los picos a partir de los cuales se purificaron las cuatro conotoxinas,
ricas en Cys (as7a, as14a, as14b y as15a) y el conopéptido que carece de Cys (as
B) (Cuadro 5) que el Dr. Alejandro Zugasti purificé previamente de los ductos de C.
austini (Zugasti, 2005). Es importante mencionar que los péptidos purificados por
Zugasti y col. se obtuvieron a partir de picos mayoritarios en el cromatograma del
fraccionamiento del extracto total. Evidentemente, el hecho de haber monitoreado la
actividad farmacolégica durante la realizacién del estudio bioquimico realizado en el
presente trabajo, fue crucial para la purificacion del nuevo péptido bioactivo C as
422,

La realizacion de esta tesis condujo a la purificacién de un péptido novedoso
que aumenta, por un mecanismo que esta por determinarse, la contractilidad del
ileon de cobayo. La estructura primaria de este péptido debe detemminarse, de
manera inequivoca, a fin de proponerio como un representante de una nueva familia
de conopéptidos. Por estas razones, resulta muy importante continuar con esta
investigacion con el objeto de corroborar la estructura primaria de C as 4.2.2 y

caracterizar el mecanismo de accién involucrado en su efecto farmacolégico.

Es evidente, que la presente tesis constituye un aliciente para continuar con
el estudio multidisciplinario de estos gasteré6podos marinos, que pueden ser una
fuente muy importante de compuestos bioactivos utiles para el desarrollo de nuevos
fammacos o de herramientas de investigacion que puedan servir para entender mejor

diferentes procesos celulares.
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VIil. CONCLUSIONES

El extracto preparado a partir de los ductos del aparato venenoso de C. austini

contiene péptidos que modifican la contractilidad del musculo liso intestinal.

Los perfiles cromatograficos, obtenidos mediante analisis por cromatografia de
liquidos de alta resolucién, de los extractos de bulbos y los ductos del aparato
venenoso de C. austini sugieren que ambos extractos contienen peptidos

diferentes.

Se purificaron dos péptidos a partir de los ductos del aparato venenoso de C.
austini. El péptido C as 4.2.1 no modificé la contractilidad del ileon, en contraste,
el péptido C as 4.2.2 aumentd, de manera significativa, las contracciones

espontaneas del ileon.

La estructura primaria parcial de C as 4.2.2 es:
?-Val-Gly-GIn-Gly-Gly-Thr-Gln-Arg-Ser-Thr-Asp-Gin-Thr-Ala

La secuencia de amino4cidos de C as 4.2.2 indica que éste péptido podria
constituir una nueva clase de conopéptidos bioactivos con efecto sobre el SNE o

la musculatura lisa intestinal.
Es importante determinar completamente la estructura primaria de C as 4.2.2 'y

continuar con su estudio farmacolégico a fin de caracterizar su mecanismo de

accion.
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