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RESUMEN

Los macréfagos son células fagociticas presentes en todos los tejidos. Tienen
un papel importante en casi todos los aspectos bioldgicos de un organismo,
desde el desarrollo, la homeostasis y reparacion de tejidos; hasta la respuesta
inmune frente a patdégenos. Su activacion y diferenciacion hacia un subtipo pro-
inflamatorio (M1) o anti-inflamatorio (M2), es un paso esencial en la resistencia
frente a patégenos, al dafio tisular y cancer.

Existe una gran cantidad de evidencia que demuestra que la actividad de
canales ionicos y receptores de neurotransmisores, es capaz de controlar la
respuesta de activacion en macrofagos, siendo el papel de los receptores
nicotinicos el mas preponderante. Por lo anterior, hay un gran interés en el
desarrollo y descubrimiento de moléculas que agonicen o antagonicen a éstos,
logrando asi controlar la respuesta inmune.

En el presente trabajo, se demuestra que conotoxinas antagonistas de canales
de calcio o receptores nicotinicos, procedentes del veneno de los caracoles
marinos Conus californicus y Conus ximenes, pueden sinergizar o reducir la
respuesta inflamatoria generada por el lipopolisacarido a nivel de transcripcion
geénica, a la vez que son capaces de revertir el efecto anti-inflamatorio dado por
el agonista nicotina. Estos efectos, son exclusivos para cada secuencia y se
veran afectados por factores que alteren o modifiquen la afinidad de la toxina
por su blanco molecular, como son: modificaciones post-traduccionales
(amidacion C-terminal), sustitucion de aminoacidos (cambios conservadores de
carga o cambios no conservadores) y el tipo de enlace entre cisteinas. Estos
hallazgos, permitiran emplear a estas toxinas como agentes de tratamiento y/o
auxiliares en el estudio de patologias del sistema inmunitario.

Dr. Alexei F. Licea Navarro (Director)

Dra. Irma E Soria Mercado (Co-director)

Dra. Ma. Teresa Viana Castillon (Sinodal)

Dr. Marco A. Ibarra Ramos (Sinodal)

Dr. Manuel Aguilar Ramirez (Sinodal)



INTRODUCCION
ANTECEDENTES

El sistema inmune de mamiferos, esta conformado por células y moléculas
responsables de la accién coordinada y colectiva en contra de agentes
invasores y de la eliminacién de células apoptoticas o dafiadas. La defensa en
contra de organismos patdogenos esta mediada en la fase temprana por la
accion de la inmunidad innata (compuesta células fagociticas), y en la fase
tardia por la inmunidad adaptativa (compuesta por células con capacidad de
memoria y especificidad). La comunicacion entre ambos subtipos celulares
permitira al organismo enfrentar la amenaza del patdgeno sin afectarse a si

mismo (Abbas et al. 2010).

Papel de los macréfagos y linfocitos T en la inmunidad.

Los macréfagos y linfocitos T juegan un papel preponderante en el desarrollo
de la inmunidad adaptativa. La interaccion entre ambos mediante contacto
célula-célula y las interacciones mediadas por citocinas permiten coordinar la
evolucion de las respuestas de inflamacion y establecer la inmunidad adquirida
a un patégeno especifico (Tiwari et al. 2008). Los macrofagos actuan como
células de la inmunidad innata, identifican y atrapan al patégeno invasor para
posteriormente presentarlo al linfocito T. Los linfocitos T, por su parte son los
mediadores centrales en el inicio y regulacion de la inmunidad adaptativa a un
antigeno (propio o extraio). Los linfocitos T virgenes, requieren mas de una
sefal para su activacidn completa; la primera, es una senal antigeno especifica
provista por el receptor de células T (TCR) al interactuar con el complejo mayor

de histocompatibilidad de una célula presentadora de antigeno (APC), como el



macrofago. La segunda sefal, es la provista por la interaccion de receptores
especificos en la célula T y sus ligandos en la APC. Una vez que se han
efectuado estas dos sefales, diferentes rutas puede ser activadas, entre ellas
la ruta del calcio-calcineurina, ruta RAS-mitdbgeno proteina-cinasa activada
(RAS-MAPK) y la ruta del factor nuclear kB (NF-kB) (Vicente y Luggen, 2007,

Abbas et al. 2010).

Polarizacion Th1/Th2 y M1/M2

Durante la activacion mediada por TCR en un ambiente particular de citocinas,
los linfocitos T virgenes pueden diferenciarse en diferentes linajes de células T
ayudadoras (Th), que incluyen Th1, Th2, Th17 y iTreg, diferenciadas entre si
por el patron de citocinas producidas y por su funcion en el organismo (Zhu et
al. 2010). De igual manera, los macréfagos pueden diferenciarse en M1
(productores de IL-12) y M2 (mayormente productores de IL-10) (Mosser,
2003). En el contexto de eliminacion de patdégenos, la activacion por via clasica
de macréfagos (M1) y la diferenciacion de linfocitos T virgenes a células Th1
permite orquestar las respuestas necesarias para la eliminacion del invasor. Un
exceso en la produccién de mediadores pro-inflamatorios puede conllevar al
dafio tisular, mientras que una estimulacion insuficiente permite la prevalencia
y avance de la enfermedad. El balance adecuado entre respuestas tipo Th1y
Th2, con el consecuente efecto en la diferenciacion de macrdéfagos es
necesario para erradicar eficientemente al agente infeccioso. Ya que los
macrofagos estan involucrados tanto en la respuesta inmune innata como en la
adaptativa, son un principal objetivo farmacologico en el desarrollo de terapias

inmunomoduladoras.



Modulacién del sistema inmune: canales i6nicos dependientes de voltaje,
acoplados a ligando, activados por depésito y de neurotransmisores.

Sefiales moduladas por calcio. Canales de Ca®" dependientes de depdsito vy
canales de K* dependientes de voltaje

La actividad del calcio como segundo mensajero ha sido descrita en diversos
tipos celulares, incluidas células del sistema inmune. La unidon del complejo
TCR/CD3 con el péptido inmunogénico unido a una molécula de MHC vy el
reconocimiento de moléculas asociadas a patogenos (PAMP’s) en la
membrana del linfocito y macrofago respectivamente, generan alteraciones en
la concentracién intracelular de iones Ca?*. La elevacién en el Ca?* citosélico
libre es requerida para mantener la transduccion de sefales durante la cascada
de activacion de genes necesarios para la actividad efectora y proliferacion
celular. Para mantener el incremento en la entrada de Ca®" y evitar la
despolarizacion de membrana se requiere de la accion conjunta de canales
i6nicos de Ca?* y K* (Chandy, 2001; Varga y Gaspar, 2006). El reconocimiento
de patégenos o PAMP’s genera alteraciones en el Ca®" intracelular causando
una alteracion en factores de transcripcion que conllevan a cambios en la
expresion de genes, diferenciacion celular y estabilidad del ARNm, afectando el
perfil de genes pro-inflamatorios expresados y de enzimas participantes en el
proceso de eliminacion de patdgenos (Dolmetsch et al. 1998; Azenabor et al.
2009; Zhu et al. 2011; Ye et al. 2012).

Las células del sistema inmune expresan en su membrana canales de K'
voltaje dependientes (Kv), canales de K* activados por Ca®" (IKCa), canales
Ca*" activados por liberacién de Ca?* (CRAC 6 SOCE por sus siglas en inglés),

y otros como canales de Ca** tipo L activados por voltaje y canales de CI" que



han sido sugeridos. La actividad de estos canales ha sido descrita en la
regulacion de la activacion de células, proliferacion, regulacion de volumen
celular y apoptosis. Los canales tipo CRAC son esenciales en la activacion de
linfocitos T, macrofagos, células dendriticas, mastocitos y otras células
hematopoyéticas. Al ser el principal recurso para la entrada de Ca** al interior
de la célula; esta entrada de Ca®" es sostenida por la accién conjunta de
canales de K voltaje dependiente como los Kv1.3 y los IKCa. Lo anterior
concuerda con estudios en los que el bloqueo selectivo de canales de Kv1.3,
IKCa** y tipo CRAC en linfocitos inhibe la activacién de éstos al entrar en
contacto con el antigeno (Krasznai, 2005; Chandy et al. 2004; Bagdaany et al.
2005; Wulff et al. 2004). Los canales de potasio Kv1.3 se encuentran cercanos
a la ubicacion del receptor CD3 en células T; estos canales son reclutados en
la sinapsis inmunologica del complejo de senalizacion formado entre células
citotoxicas y células blanco. Se ha sugerido, que esta vecindad entre los
canales Kv1.3 y las cinasas proteicas en el complejo de sefalizacién podria
permitir una regulacion reciproca de estas proteinas, y por lo tanto, modular la
eficacia del proceso de reconocimiento del antigeno (Krasznai, 2005).

En macrofagos, los canales de Kv estan implicados en la migracion,
proliferacion, activacion y produccion de citocinas. Estudios realizados por
Vicente et al. 2003, demuestran que mediante el bloqueo de canales de K*
dependientes de voltaje en macréfagos, se inhibe la expresion de la sintetasa
de éxido nitrico, asi como la proliferacidn, activacion, crecimiento celular y se
modula la respuesta especifica de la célula. Asimismo, bloqueadores de

canales de Ca®* son efectivos como moduladores de citocinas pro-
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inflamatorias, produccidén de 6xido nitrico (NO) y estrés oxidativo en modelos
de inflamacion in-vitro e in-vivo (Wright et al. 1985; Szabo et al. 1997;
Matsumori et al. 2010; Liu et al. 2011).

Receptores de neurotransmisores involucrados en la activacion del macréfago

La produccion de neurotransmisores inhibitorios es necesaria para que se
produzca un control en la produccion de citocinas pro-inflamatorias. Mientras
que estos neurotransmisores controlan la activacion del macréfago y su
capacidad para fagocitar, las citocinas generan en las neuronas una
modulacién en la interaccion en las respuestas a estrés del eje hipotalamo-
hipofisis-glandulas adrenales. Hasta la fecha se ha descrito la presencia de
receptores de histamina, neuropéptidos, adenosina, endocanabinoides,
catecolaminas, GABA, nicotinicos, glicina y serotonina; todos con capacidad de
inhibir o potenciar la activacion y produccion de citocinas pro-inflamatorias

(Reyes-Garcia y Tamayo, 2009).

Canales activados por ligando

Los canales i6nicos activados por ligando, son una superfamilia compuesta de
receptores transmembranales pentaméricos que modulan la transmisién de
sefiales rapidas en el sistema nervioso central. Estos incluyen al receptor
nicotinico de acetilcolina (nAChR), receptor de serotonina tipo 3 (5-HT3),
receptor de glicina (GlyR) y receptores de acido y-aminobutirico tipo A 'y C
(GABAA/c); histéricamente son mas conocidos como receptores “cys-loop” por
la presencia de un enlace disulfuro en el dominio extracelular (Miller y Smart,
2009). La presencia y funcién de nAChR, GABAA, y GlyR ha sido descrita en

células del sistema inmune; particularmente en macrofagos se ha observado
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que el uso de agonistas nicotinicos y el GABA disminuye la produccién de
citocinas pro-inflamatorias (Wang et al. 2003; Reyes-Garcia et al. 2007). El
papel de GlyR como regulador de la respuesta inflamatoria en macréfagos aun
no ha sido elucidado (Webb y Lynch, 2007), aunque se ha reportado que la
glicina es capaz de inducir la produccion de citocinas pro-inflamatorias y esta
involucrada en el desarrollo y progresiéon de enfermedades autoinmunes; su
accion parece estar mediada por transportadores de aminoacidos y no por el
GlyR (Carmans et al. 2010).

El papel de los receptores nicotinicos en la modulacién de la respuesta
inflamatoria ha sido mas ampliamente descrito en la literatura. Ademas de
macrofagos, los linfocitos T y B, las células dendriticas, mastocitos, neutréfilos
y células asesinas naturales que expresan en su membrana receptores
nicotinicos de tipo neuronal (Ulloa y Jonge, 2007). Estos estan compuestos de
5 subunidades que pueden ser idénticas (homopentameros) o diferentes
(heteropentameros); cada subunidad esta formada de un dominio amino
terminal extracelular; cuatro dominios transmembranales, un asa intracelular y
un dominio extracelular COOH terminal (ver Figura 1). Se conocen 17 tipos de
subunidades en vertebrados, al1-a10, p1-p4, v, 8 y ¢; de las cuales las
subunidades a2-a10 y P2-p4 son de tipo neuronal y el resto estan
exclusivamente en musculo (Albuquerque et al. 2009; Yan y Li, 2010; Pucci et

al. 2011).
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Figura 1: Estructura del receptor nicotinico de acetilcolina. a) esquema general
del receptor con 5 subunidades; b) dominios extracelular, transmembranales y
citoplasmatico de cada subunidad; c) organizacién general de un receptor
homopentamero y heteropentamero, d) vista lateral del modelo de receptor a7
unido al agonista nicotina (perlas grises). Modificado de Changeux (2010).

De los receptores de neurotransmisores descritos en macréfagos, los nAChR
son los mayormente involucrados en la modulacion de la activacion,
proliferacion, crecimiento y presentacion de antigeno. Particularmente, se ha
referido al NAChR homopentamero a7 como el principal involucrado en la
inhibicién de la liberacion del TNF-a en macréfagos al ser estimulado por la
liberacion de acetilcolina del nervio vago (Wang et al. 2003; Zanden et al.
2009). Multiples estudios demuestran que el uso de agonistas como la nicotina
logra controlar la produccién de citocinas pro-inflamatorias en macrofagos

activados con LPS, tanto in vitro (Pavlov et al. 2003; Tsetlin y Hucho, 2004;

Ulloa, 2006; Yan y Li, 2010), como in vivo (Li et al. 2011).
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Género Conus

El género Conus (suborden: Toxoglossa) comprende aproximadamente 700
especies. Estos moluscos contienen una potente mezcla de aproximadamente
200 péptidos bioldégicamente activos, utilizados como estrategia de defensa y
caza (Livett, et al. 2004; Becker y Terlau, 2008; Wang y Chi, 2004; Olivera,
2006). Estos péptidos son inicialmente sintetizados como proteinas
precursoras que eventualmente se transforman en una toxina madura a lo largo
del ducto venenoso (Figura 2) gracias a un complejo multienzimatico que
genera modificaciones post-traduccionales necesarias para su completa
actividad y estructura (Safavi-Hemani et al. 2012). La toxina madura se
caracteriza por tener propiedades como: una elevada especificidad, potencia,
estabilidad y estructura pequena. Se estima que se han caracterizado < 0.1%
del total de péptidos del veneno de Conus, mismos de los que se ha reportado
la accion sobre diversos receptores celulares y canales ionicos, siendo estos
objeto de la mayoria de los estudios realizados en la actualidad (Wang y Chi,
2004; Lewis y Garcia, 2003; Olivera y Teichert, 2007; Mcintosh, et al. 2005).
Aquellos péptidos caracterizados han sido catalogados en superfamilias (A, M,
O,P, ST, 1,J,C,V,Y, B, K, L, conopresinas, conantocinas, conotrifanos y
contulacinas) de acuerdo a su secuencia sefal y pro-péptido, y son
subdivididos en familias (Figura 3) de acuerdo a su blanco farmacoldgico

(Wang y Chi, 2004; Kaas et al. 2012).
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Figura 2: El aparato venenoso de estas especies consta en general de un
bulbo que se piensa sirve para propulsar el veneno, seguido de un ducto que
es el lugar de sintesis del veneno, el cual después entra a la faringe hacia el
saco radular que contiene los dientes que seran luego cargados de veneno en
la faringe generando el arpdon venenoso (estructura similar a una aguja
hipodérmica) a través del cual sera inyectado el veneno. Modificado de Olivera,
2008.
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Pocos enlaces disulfuro

Sin enlace disulfuro Un enlace disulfuro
Familia contulacinas conantocinas conorfamida conopresina conotrifano
Blanco Receptor Receptor Receptor Receptor Canal de
neurotensina NMDA RFamida vasopresina calcio tipo L

Ricos en disulfuros

Superfamilia 0] M A S
. VI/VII 1 I/ v VIII
Patron
C-C-CC-C-C CC-C-C-CC CC-C-C cc-c-c-C-C C-C-C-Cc-Cc-c-Cc-c-c-C
| N\ 1 N | O\ |
Blanco Na K Ca Na nAchR K nAchR nAchR K 5HT,
[ ] | I | |
Familia 5HO w v Y kM a oA KA o

Figura 3: Clasificacién general de conotoxinas. Modificado de Norton y Olivera,
2006.

Los efectos bioldgicos obtenidos a partir del veneno de una especie de Conus
en particular estan en funcion del blanco fisiolégico al cual son afines las
conotoxinas incluidas en dicho veneno. Aunque se ha postulado el uso de los
habitos alimenticios de las especies de Conus como herramienta de prediccion
de las conotoxinas que pueden ser encontradas en dicho veneno, se ha
observado que especies estrechamente relacionadas poseen componentes
diversos una de otra, por lo que la caracterizacion y purificacion del veneno de
una especie en particular es de suma importancia en la obtencion de nuevos

agentes farmacoldgicos (Grant et al. 2004; Olivera, 2006).
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Toxinas de Conus antagonistas de canales idnicos de potasio, canales
idnicos de calcio y receptores de acetilcolina

Hasta la fecha se han reportado 8 péptidos procedentes de especies de Conus
con especificidad hacia canales de K* voltaje dependiente: Conkunitzina S1
(ConK-S1) de Conus striatus que bloquea canales de K tipo shaker (Bayrhuber
et al. 2005); kM-conotoxina RIIIK (KM-RIIIK) de Conus radialus que bloquea
canales tipo shaker y Kv1.2, (Ferber et al. 2004); kA-SIVA de Conus striatus en
canales de K' en musculo de rana (Kelley et al. 2006); k-PVIIA de Conus
purpurascens que bloquea canales de K" tipo shaker (Naranjo, 2002); k-Btx de
Conus betulinus que sobremodula canales de Ca?* y maxi K sensibles (Fan et
al. 2003); ViTx de Conus virgo que bloquea canales Kv1.1 y Kv1.3 (Kauferstein
et al. 2003); k-SrXIA de Conus spurius que inhibe Kv1.2 y Kv1.6 (Aguilar, et al.
2010); y el primer péptido reportado con accién sobre un canal io6nico y
receptor activado por ligando, perteneciente a la superfamilia J: la toxina pl14a
de Conus planorbis que tiene actividad sobre Kv1.6 y nAChR a3p4 (Imperial, et
al. 2006).

En contraste, existen gran cantidad de péptidos con actividad sobre canales de
Ca?* (w-conotoxinas), y sobre NAChR homopentameros y/o heteropentameros
(a-conotoxinas). Estas ultimas, pueden funcionar como antagonistas
competitivos 0 no competitivos (Loughnan et al. 2009), y son la familia de
toxinas mas ampliamente distribuida a lo largo de las especies de Conus
descritas hasta ahora en diferentes superfamilias (A, M, S, C, D, L y J) y con
diversos patrones de cisteinas, siendo las a-conotoxinas pertenecientes a la
superfamilia A y con el patrén #l las mejor estudiadas hasta ahora (Jiménez,

2013). Dentro de las a-conotoxinas caracterizadas hasta la fecha sobre el
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receptor nicotinico a7, los péptidos Iml e Imll procedentes de Conus imperialis
son los antagonistas mas selectivos, aunque se han descrito otras procedentes
de Conus pennaceus (PnIB), Conus arenatus (ArlA y ArlB), Conus episcopatus
(Epl), Conus anemone (AnIB), Conus omaria (OmIA) y Conus geographus

(GiD) con actividad en este receptor (Azam y Mclintosh, 2009).

JUSTIFICACION

Los macréfagos son células ampliamente distribuidas en la matriz extracelular
de diversos organos, donde participan en la induccidon y conservacion de la
inmunidad a través de respuestas innatas y adquiridas, ademas de que
constituyen un elemento de comunicacion bidireccional entre el sistema inmune
y el sistema nervioso central. Por lo anterior, existe un interés creciente en el
desarrollo y descubrimiento de nuevas moléculas con capacidad para modular
la respuesta de activacion en macrofagos, y que a su vez puedan ser
empleadas como tratamiento en patologias autoinmunes.

En este sentido, el uso de péptidos de Conus con actividad conocida en
receptores nicotinicos o canales idnicos, no ha sido explorado en el campo de
inmunomodulacion, a pesar de que existe un enorme potencial de estas
moléculas como agentes de estudio y/o terapéuticos. Es asi que se plantea en
el presente trabajo evaluar el efecto de diferentes péptidos de Conus en la
activacion del macréfago cuando este es expuesto a un estimulo pro-
inflamatorio (LPS), anti-inflamatorio (nicotina) o ambos, permitiendo asi medir la
respuesta de activacidn celular a través de los genes expresados para

diferentes citocinas pro- y anti-inflamatorias.
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HIPOTESIS

Las toxinas de caracoles del género Conus son capaces de modular a nivel de
transcripcion celular, la activacién de macrofagos expuestos a un estimulo pro-

inflamatorio.

OBJETIVOS

1. Aislar péptidos activos en receptores nicotinicos a partir de
subfracciones con actividad antagénica sobre el analogo del receptor de
acetilcolina (Ac-AChBP).

2. Caracterizar biolégicamente el efecto de péptidos antagonistas del
receptor nicotinico de acetilcolina, empleando ensayos de modulacién
de la activacion de macréfagos in vitro.

3. Caracterizar biologicamente el efecto de péptidos sintéticos antagonistas
de canales de calcio en la modulacion de la activacion de macréfagos in
vitro.

4. Caracterizar bioquimicamente el/los péptidos aislados.

METODOLOGIA

Cultivo estandar de linea celular tipo macrofago J774A.1 y criopreservacion.

La linea celular tipo macréfago J774A.1 fue mantenida en medio RPMI-1640
suplementado con 10% suero fetal bovino inactivado (SFB) y 1% antibiotico —
antimicotico (RPMI-c), en atmosfera de 5% CO, y una temperatura de 37 °C.

La expansion de la monocapa adherente se realizd al alcanzar el 80% de
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confluencia mediante el pipeteo vigoroso y/o raspado de la monocapa. Para el
almacenamiento de la linea celular se desprendi6 la monocapa y se centrifugd
en medio RPMI-c a 4000 rpm x 6 min., posteriormente se elimin6 el
sobrenadante y se agregdé SFB-5% DMSO disgregando el paquete celular para

almacenar después en viales a — 80°C.

Ensayo en linea celular

* Evaluacion de subfracciones de veneno total y péptidos sintéticos
activos en canales de Ca*".

Para ver el efecto de las toxinas de Conus en la respuesta inflamatoria
generada por la exposicion a LPS, se sembré un total de 1 x 10° células por
pozo en placa de 24 pozos. Para ello, luego de desprender la monocapa y
ajustar la densidad celular, se mantuvo a las células en medio no nutritivo
RPMI-s (RPMI 1640, 5% SFB y 1% antibiotico/antimicético).

Posteriormente se retir6 el medio y se realizaron 2 lavados con PBS 1X
(templado) para retirar células no adheridas, agregando medio RPMI-c
suplementado con la concentracion de subfraccidn o toxina a evaluar 5 minutos
previos a la adicion de 1ug/mL de lipopolisacarido (LPS), cada condicion se
evalud por duplicado. Las células expuestas a cada tratamiento se mantuvieron
en atmoésfera 5% COz a 37 °C por 12 h. Terminado el tiempo de exposicion, se
retiré el medio de cultivo y se realizaron 2 lavados con PBS 1X a 37°C. La lisis
celular y extraccion de ARN total se realizd mediante la adiciéon de 500 ulL de
reactivo Tri (Sigma). Este homogenizado se almacen6 en un tubo de 1.5 mL

estéril a -80°C hasta su procesamiento.

20



* Evaluacion de toxinas con actividad en receptores nicotinicos
Para evaluar el efecto inmunomodulador de a-conotoxinas sobre macrofagos,
se procedid con las mismas condiciones de cultivo que en el apartado anterior,
pero agregando una concentracion 100 uM de nicotina al medio de cultivo a los
5 min posteriores a la adicion de toxina sintética y 5 min. previos a la adicion de

1 pg/mL de LPS.

* Extraccion de ARN total
La extraccion de ARN total se realiz6 de acuerdo a las especificaciones del
fabricante (Tri Sigma), utilizando 1-bromocloropropano. La pastilla de acidos
nucleicos resultante se resuspendié en H»0-0.1%DEPC, para posteriormente
almacenarlo a -80 °C hasta su retrotranscripcidén. Se cuantificd el material y se
verificO ausencia de proteinas por espectrofotometria UV (Azeo, Azeorso). La
integridad se evalud por la técnica de gel desnaturalizante de agarosa y

formamida (Masek et al. 2005).

* Tratamiento con DNasa | y retrotranscripcion
Se realiz6 el tratamiento con el reactivo DNase | (Invitrogen) de 1 pg de ARN
total de acuerdo a las especificaciones del fabricante. De este material se
procedié a realizar la retrotranscripcion de 500 ng de ARN, empleando
oligonucledtido dTyo con el kit superscript Il (Invitrogen). Se empled un ciclo de

50°C como temperatura de reaccion.
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PCR punto final y PCR tiempo real: validacion de oligonucledtidos y
condiciones de reaccion

En una primera instancia se comenzé a trabajar con la secuencia de
oligonucledtidos para el gen endogeno GAPDH; sin embargo en una primera
evaluacion de la eficiencia de este gen, se demostré que su expresion no era
constante en los tratamientos. De acuerdo a la literatura, GAPDH y (3-actina
son genes cuya expresion varia con el tiempo de incubacion y la presencia de
suero en el medio de cultivo (Schmittgen y Zakrajsek, 2000; Bass et al. 2004),
por lo que a pesar de su amplio uso como genes constitutivos, son poco
precisos como referencia interna. De esta forma, y debido a que en nuestros
ensayos parte de la estrategia de normalizacion se hace en base al ARN total,
se emplearon oligonucledtidos especificos para la secuencia de la subunidad
ribosomal 18S. Para obtener resultados confiables en la cuantificacion relativa
de ARN mensajero, se procedi6 a validar las secuencias para gen enddgeno y
genes de interés de acuerdo a la guia de cuantificacion relativa de expresion
geénica, del proveedor Applied Biosystems. Brevemente: un total de 5 pg de
ARN total extraido a partir de un control positivo (células expuestas a 1 uyg/mL
de LPS), se convirti6 a ADNc utilizando oligo dTzo (superscript Il Invitrogen)
como se describid en el apartado anterior. Una serie de diluciones de 100, 50,
25,10, 5y 1 ng se utilizaron para realizar la curva de validacion de cada par de
oligonucledtidos (tabla 1). Las condiciones de reaccion fueron iguales a las
utilizadas en los ensayos con toxinas: 95°C x 10 min (hot-start), y 40 ciclos de

95°C x 1 min. y 60°C x 30 seg. y 72 °C x 1 min., empleando 5 yL de Sybrgreen
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master mix (Applied Biosystems), 0.2 uyM de cada oligo, y 4 yL de ADNc
ajustado a la concentracion de analisis.

Tabla 1: Secuencias de oligonucleétidos para RT-PCR y clave de acceso a
base de datos de genes (GenBank database)

Gen Secuencia de oligonucleétidos GenBank
18S F: GTAACCCGTTGAACCCCATT NR_003278
R: CCATCCAATCGGTAGTAGCG
INOS F: CAGCTCCACAAGCTGGCTCG NM_010927
R: CAGGATGTCCTGAACGTAGACCTTG
TNF-a F: TCTCATGCACCACCATCAAGGACT M 13049.1
R: ACCACTCTCCCTTTGCAGAACTCA
IL-1p F: ATGGCAACTGTTCCTGAACTCAACT NM_008361
R: CAGGACAGGTATAGATTCTTTCCTTT
IL-12p40 F: CAGAAGCTAACCATCTCCTGGTTTG NM_00352

R: CCGGAGTAATTTGGTGCTCCACAC
IL-10 F: ATGCAGGACTTTAAGGGTTACTTGGGTT NM_010548.2
R: ATTTCGGAGAGAGGTACAAACGAGGTTT

Analisis de resultados en PCR tiempo real

Para realizar la comparacion entre tratamientos se siguio el protocolo de la
guia para la expresion relativa de Applied Biosystems. Brevemente: se convirtio
el valor de Ct obtenido para cada gen a cantidad relativa de ADNc, empleando
la eficiencia de amplificacién obtenida mediante la curva de validacion de cada
par de oligonucleotidos (EAMP). El gen 18S fue empleado como el control de

expresion constitutivo.

Purificacion y repurificacion de subfracciones con actividad antagonica
competitiva en el analogo del receptor nicotinico (AChBP).

Las subfracciones denominadas pico 30 y pico 29, con actividad de antagonista
competitivo en el modelo de Ac-AChBP fueron repurificadas mediante HPLC a

partir de veneno total y fracciones de 5 min de veneno total, con el afan de
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tener material suficiente para su evaluacién en ensayos de inmunomodulacién
y posterior secuenciacion.

A partir de las condiciones iniciales de solucion A (H.O + 0.12% acido
trifluoroacético) y solucion B (acetonitrilo y acido trifluoroacético 0.1%)
empleadas para el veneno total, se determino el porcentaje de solucion B (%B)
de elucion de cada pico de interés, y se modifico el protocolo de purificacion
considerando un -10%B y +20%B de la condicidn original. Para repurificar los
picos a partir de fracciones de 5 minutos, se empled la columna Zorbax C18
(250 x 4.6 mm), con un flujo de 0.3 mL/min en 60 minutos. Posteriormente cada
subfraccion individual fue repurificada en columna C18 (1.0 x 250 mm, 218
TP51, Grace Vydac) a flujo de 0.1 mL/min en 120 minutos. Las fracciones
obtenidas, fueron liofilizadas y de acuerdo a su masa estimada fueron
resuspendidas en un volumen igual de agua desionizada estéril para utilizarse
en una concentracion final de 50 pg/mL.

Tabla 2: condiciones de HPLC para purificacion de veneno total y repurificacion
de fracciones y subfracciones.

minuto | %A |/ %B iniciales para | %A |/ %B para repurificaciéon de
veneno total fraccién de 5’ y subfraccién
0 100/0 85/15
5 100/0
65 40/60 551745
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RESULTADOS

Conus californicus

* Péptidos sintéticos con actividad en canales de calcio.

Como parte de la estrategia de caracterizacion de conotoxinas con afinidad por
receptores y/o canales ionicos implicados en el control de citocinas pro-
inflamatorias, se trabajé para el caso de Conus californicus con dos péptidos
sintéticos de una secuencia de 13 aminoacidos activa sobre canales de calcio
voltaje — dependientes, previamente aislada y reportada por Bernaldez et al.
(2011). Ambas isoformas comparten la secuencia NCPAGCRSQGCCM con el
patréon de cisteinas XVI, divergente de las clasicas w-conotoxinas activas
contra canales de Ca*". Esta secuencia habia sido previamente reportada y
nombrada como cal15a y CalTx (Biggs et al. 2010; Bernaldez et al. 2011); pero
siguiendo el esquema general de clasificacion de conotoxinas definido por
Olivera y Cruz (2001) esta conotoxina debe ser nombrada como cal16b, para
evitar ambiguedad con cal16a reportada para C. californicus por Elliger et al.
(2011).

La secuencia de cal16b fue valorada con la conectividad globular (cal16b_1) y
de lazos (cal16b_2), al considerar que para una toxina con 4 cisteinas existen 3
posibles tipos de enlace disulfuro: globular (Cys1-Cys3, Cys2-Cys4), en gotas
(Cys1-Cys2, Cys3-Cys4) y de lazos (Cys1-Cys4, Cys2—Cys3), y que en las
toxinas nativas aisladas hasta el momento solo se ha encontrado la
conectividad globular y de lazos (Kang et al. 2007; Halai y Craik, 2009; Ye et al.

2011; Haegen et al. 2012).
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La actividad de ambos péptidos fue evaluada en presencia del estimulo pro-
inflamatorio de LPS.

La Figura 4, muestra el efecto de cada péptido en los niveles de ARNm. En las
células expuestas a cal16b_1 y cal16b_2 (sin LPS), el nivel de iNOS e IL-
12p40 se mantuvo no detectable (Figura. 4D y 4E). En todas las condiciones
de tratamiento, el nivel de transcripcion del gen IL-10 (Figura. 4A) se mantuvo
sin cambio (p>0.05). El tratamiento de LPS-péptido generé dos patrones de
transcripcion distintos: la forma cal16b_1 redujo la transcripcion de IL-13, INOS
e IL-12p40 (Figura. 4B, 4D, 4E), e incrementd el nivel de ARNm de TNF-a
(Figura. 4C). El tratamiento LPS-cal16b_2 increment6 IL-1B, TNF-a e iNOS, sin

alterar el nivel de IL-12p40 respecto al control de LPS (Figura. 4B, 4C, 4D y 4E)
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Figura 4. Niveles de ARNm de A) IL-10, B) IL-1B, C) TNF-a, D) iNOS and E)
IL-12p40 en la linea celular J774A.1 expuesta a LPS y formas sintéticas de la
toxina cal16b. Un total de 1 x 10° células fueron expuestas a 50 pg/mL de los
péptidos sintéticos cal16b_1 o cal16b_2 en presencia o ausencia de 1 pg/mL
de LPS de E. coli. Luego de 12 h, el ARN total fue extraido y convertido a
cDNA con oligo dTy. Los niveles de transcripcion de cada gen fueron medidos
y comparados por RT-PCR. Los resultados se expresan como la media £ SD
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del incremento del gen de interés normalizado (gen de interés/gen constitutivo)
en cada tratamiento, respecto al nivel del gen normalizado en las células no
estimuladas (células sin LPS o péptidos). n = 3. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001
vs LPS (Student’s t-test). n.d. = no detectado.

Seleccion, purificacion y ensayo de subfracciones de veneno total con
actividad en modelo de proteina de unién a acetilcolina (Ac-ACHBP)

La proteina de unién a acetilcolina (AchBP por sus siglas en inglés), es una
proteina soluble de 210 aminoacidos. Se aislé por primera vez de una
biblioteca de ADNc del caracol de agua dulce Lymnaea stagnalis (Ls-AChBP).
Esta proteina, es secretada en organismos como el ya mencionado y otros
como Aplysia californica (Ac-AChBP) y Bulinus truncatus (Bt-AChBP) en las
células gliales cercanas a las sinapsis colinérgicas, donde modula la
transmision sinaptica al unirse a acetilcolina (Smit et al. 2003; Karlin, 2001;
Bourne et al. 2010). Esta proteina, forma subunidades homologas al dominio
N-terminal extracelular de union a ligando del receptor nicotinico (Bourne et al.
2010), teniendo capacidad de unirse a agonistas y antagonistas competitivos
de dicho receptor, como la epibadina, nicotina, (+)-tubocurarina, o-
bungarotoxina y a-conotoxina Iml (Figura 5); siendo su espectro de actividad
similar a los nAChR neuronales homopentameros compuestos por las
subunidades a7 6 a9. Lo anterior permite emplearla como modelo para la
identificacion e interaccion de moléculas con estos receptores (Smit et al.

2003).
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Figura 5: Estructura de: A) un nAChR, se muestra el dominio de unién a
ligando (LBD) y dominio transmembranal (TMD). B) proteina AChBP en vista
lateral (imagen superior) y vista superior (imagen inferior) comparada con la
estructura de un nAChR. C) Modelo de unién de a-conotoxina Iml (en rojo) con
Ac-AchBP. (Bourne et al. 2010; Ulens et al. 2006)
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Como parte de la identificacion de compuestos con actividad antagonica en
NAChR (a ser evaluados como inmunomoduladores), se colecté de manera
individual cada uno de los picos (subfracciones) del perfil cromatografico de
veneno total de C. californicus (figura 6A), nombrandolos de acuerdo a su
consecucion de colecta. Estas subfracciones, fueron liofilizadas y enviadas a
UCSD para su evaluaciéon en el ensayo de desplazamiento competitivo del
ligando agonista [3H]-epibatidina en la proteina Ac-AChBP (Figura. 6B).
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Figura 6: A) Perfil cromatografico del veneno total de C. californicus. Las
flechas indican las subfracciones con mayor actividad en el modelo de Ac-
AChBP B) Resultados del modelo de desplazamiento competitivo en la
proteina Ac-AChBP. Se observa el efecto de cada subfraccion (1 a 43) del
veneno de C. californicus vs el agonista [3H] epibatidina. Las subfracciones 12,
29, 30 y 31 disminuyen en mas del 50% la union del agonista, comparado con
el control negativo de unién (PB), lo que implica la presencia de 1 6 mas
péptidos con actividad de antagonista nicotinico. Nic: control positivo de union
agonista (nicotina), PB: control negativo, MLA: metilcaconitina (control de unién
inespecifica).

La purificaciéon de las subfracciones con actividad se llevd a cabo con las
condiciones mencionadas en la tabla 2. Solo se obtuvo material suficiente para
analizar por masas a la subfraccién 7.1.

El reporte preliminar del laboratorio de masas demostré la presencia de
compuestos monocargados no peptidicos en el rango de 100 a 600 Da, y un
compuesto de doble carga (péptido) de 929.32 Da, correspondiente a una
masa experimental monoisotopica de 1856.64 Da. Sin embargo, este
compuesto no pudo ser reducido y/o fragmentado para la elucidacion de la
secuencia en MS/MS. Por ello, se compararon las masas monoisotopicas
tedricas de las secuencias clonadas y/o aisladas reportadas previamente para
C. californicus, con la masa encontrada experimentalmente en nuestro trabajo.
Del total de 51 clonas y 15 toxinas maduras reportadas se encontré una
concordancia de la masa experimental tedrica de la toxina cl14c (denominada
asi por ese grupo de trabajo). Los aminoacidos en la secuencia de cal14c,
generan una masa monoisotopica calculada de 1860.09 Da (incluyendo los
enlaces disulfuro) con un patrén de masas calculado [M+2H]** = 932.045, muy
cercano al obtenido de forma experimental para la subfraccion 7.1.

La toxina cl14c, forma parte de una nueva superfamilia junto con otras 5

secuencias aisladas a partir de ADNc de esta especie, y al igual que la toxina
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cl14b fue encontrada en un clon de ADNc y en un pico mayoritario de veneno
total. Ambos péptidos guardan una alta identidad con el péptido It14a de Conus
litteratus, que tiene una actividad antagonista en receptores nicotinicos vy
antinociceptiva (Peng et al. 2006). Lo anterior, sumado a la ausencia de
miembros de la superfamilia A en esta especie de Conus, hizo suponer que
estas toxinas son los principales antagonistas nicotinicos presentes en el
veneno de C. californicus.

Considerando que las subfracciones 7.1 y 7.2 (también nombradas como
subfracciones 29 y 30 en el ensayo de AChBP), tienen actividad de
antagonismo competitivo, que eluyen en forma consecutiva y que la toxina
cl14c y la subfraccion 7.1 tienen un tiempo de retencion y masas similares, se
tomo la decision de sintetizar los 6 péptidos de esta nueva superfamilia. Cabe
remarcar que si bien, solo aislamos a la subfraccidn 7.1, la 7.2 podria
corresponder a alguna de estas otras secuencias, por las razones ya
mencionadas. Considerando su similitud con la toxina It14a, el enlace entre
cisteinas fue de tipo globular (1-3 y 2-4). La sintesis de estos péptidos, fue
llevada a cabo por los laboratorios GenicBio Limited.

La concentracion utilizada en los ensayos fue de 5 pM. Esta concentracion, fue
seleccionada previa comparacion con la IC50 de otras toxinas que afectan a
receptores nicotinicos neuronales y que tienen el marco de cisteinas #XIV
debido a que no contabamos con evidencia suficiente del subtipo de nAChR

hacia el cual tienen afinidad las toxinas de C. californicus (Tabla 3).
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Tabla 3: Toxinas con el patrén de cisteinas XIV que afectan a receptores
nicotinicos neuronales

Toxina | Organismo Subtipo IC50 Referencia
nAChR
Pu14a | Conus pulicarius | a332 y/10 puM 'y  1uM | Peng et al.
a6a332 respectivamente 2010
Pl14a | Conus planorbis | a334 8.7 uM Imperial et
al. 2006
Lt14a | Conus litteratus No No definido (evaluado | Peng et al.
definido a concentraciones 1, 5 | 2006
y 10 M)
F7,1 F7
80 :
V4
(4] -—J

_// \ _M,f/" \\\\

Flgura 7 Perﬂl cromatograﬁco de la repunﬂcamon de la fraccion 7 vy
subfracciones 7.1y 7.2 de C. californicus
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Efecto de antagonistas nicotinicos de C. californicus en la transcripcion
de genes de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias

Tomando como base a la toxina It14a, en la sintesis de cada péptido se realizd
con union entre cisteinas de tipo enlace globular (cys1-cys3, cys2-cys4).

La nomenclatura de estos péptidos esta basada en la propuesta por Olivera y
Cruz (2001), empleando 3 letras para designar a la especie, numero arabigo
“14” para designar el marco de cisteinas, una letra minuscula para los péptidos
aislados en veneno total, y el cédigo de clona en aquellos que no han sido
aislados del veneno total, pero que existen como secuencia de ADNc. Para
evitar ambigledad, se respetd el orden dado por Biggs en cada gen y se

mantuvieron las letras “c” y “d” al final de la toxina correspondiente, evitando el
uso de la letra “a” anteriormente empleada por Elliger et al. (2011), para
designar a otra toxina de esta especie con el mismo patron de cisteinas pero

no perteneciente a esta superfamilia.

Tabla 4: Péptidos pertenecientes a la superfamilia J2.

Nombre [M+2H]* Concentracién de
experimental | trabajo empleada
del péptido
sintético
call4c 930.55 5 uM
cal14.2b 914.55
cal14.2c 922.55
cal14b 952.35
cal14.1a 924.55
cal14.1b 888.30

(:) conservado; (.) semi-conservado; (*) idéntico

A continuacion, se detallara brevemente el efecto de cada uno de los 6
péptidos pertenecientes a esta superfamilia (tabla 4), en la transcripcion de

genes de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, 1L-12p40,IL-13, INOS) y anti-
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inflamatorias (IL-10) en macrofagos; mas adelante se hablara de la relevancia y
significancia de estos efectos.

Como se observa en la Figura. 7A, ninguno de los péptidos tuvo un efecto de
aumento o disminucion del nivel de transcripcion del gen IL-10 en comparacion
con el tratamiento de LPS (p>0.05). Con excepcion de las formas call4c y
cal14b, que inhiben la transcripcion (N.D = no detectable). Tampoco se
encontr6 una diferencia significativa para este gen entre los controles de
tratamiento (LPS vs LPS+NIC).

La forma sintética de la toxina cal14c, aumentd significativamente la
transcripcion de TNF-qa, IL-18, INOS e IL-12p40 en presencia de LPS (Figura. 7
C, E, G, e | respectivamente) y revirtio el efecto anti-inflamatorio de la nicotina
para estos mismos genes (Figura. 7 D, F, H y J respectivamente). Los péptidos
cal14.2c y cal14.2b, comparten un 88% de identidad con cal14c en los
residuos 7 a 17. La actividad de cal14.2b fue la mas similar a la actividad de
cal14c, al incrementar en presencia de LPS los niveles de transcripcion de
TNF-a, IL-1B e IL-12p40, aunque no altero el nivel de INOS; también debilitd el
efecto supresor de la nicotina en todos los genes pro-inflamatorios (Figura. 7 D,
F, Hy J), en menor proporcién que cal14c. Por su parte, el péptido cal14.2c en
presencia de LPS favorecio la transcripcién de iNOS, no tuvo efecto en TNF-q,
IL-12p40 e IL-1B, pero si revirtio la accion anti-inflamatoria de la nicotina
(Figura. 7 D, F, H y J) en similar proporcion que cal14c.

Los péptidos cal14.1a y cal14.1b comparten un 94.12% de identidad, teniendo
solamente un cambio no conservado de Glu a Gly en la posicién 15 (tabla 4).

Ambos tienen un efecto contrario en la transcripcion: cal14.1a potencia el
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efecto pro-inflamatorio generado por LPS en presencia y ausencia del agonista
nicotina (Figura 7C a 7J). Mientras que cal14.1b es el unico péptido que
reduce el efecto pro-inflamatorio inducido por LPS para TNF-a, IL-18 e IL-
12p40 (Figura. 7 C, E, I), aumentando levemente la transcripcion de iNOS
(Figura. 7 G). En presencia de nicotina, cal14.1b no logra revertir el efecto anti-
inflamatorio de ésta, con excepcidén del gen IL-12p40 que se ve levemente
incrementado (Figura. 7J). La secuencia cal14b comparte con cal14.1a y
cal14.1b un 54.94% de identidad, con un cambio conservado en la posicion 2 y
semiconservado en la posicidon 16. Sin embargo, su efecto difiere de estas
toxinas, ya que en presencia de LPS solo incremento el nivel de TNF-a (Figura.
7C) y revirtio el efecto de la nicotina en los niveles de TNF-a, IL-18 e iINOS

(Figura. 7 D, F y H).
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Figura 7: Efecto de péptidos sintéticos de la superfamilia J, de C. californicus
en la transcripcion de citocinas pro- y anti- inflamatorias A y B) IL-10; C y D)
TNF-a; Ey F) IL-1B; Gy H) INOS e | y J) IL-12p40. 1 x 10° células fueron
expuestas a 5 yM de cada péptido en presencia de 1ug/mL de LPS + 100 uyM
nicotina. Luego de 12 h, el ARN total fue extraido y convertido a ADNc con
oligo dTy. Los niveles de transcripcion de cada gen fueron medidos y
comparados por RT-PCR. Los resultados se expresan como la media £ SD del
incremento del gen de interés normalizado (gen de interés/gen constitutivo) en
cada tratamiento, respecto al nivel del gen normalizado en las células no
estimuladas (células sin LPS, nicotina o péptidos). n = 3. *p<0.05, **p<0.01 y
***p<0.001 vs LPS+NIC (Student’s t-test). n.d. = no detectado.

Conus ximenes

Efecto sobre la activacion de macréfagos de a-conotoxinas de Conus
ximenes con actividad antifimica.

Como se menciond anteriormente, a diferencia de otros antagonistas
nicotinicos como la a-bungarotoxina y MLA, el estudio del efecto de a-
conotoxinas en modular la respuesta inflamatoria de macrofagos ha sido poco
abarcado en la literatura.

Ademas de los experimentos realizados a toxinas de C. californicus, se trabajo
con una toxina de Conus ximenes con actividad antifimica sobre la cepa H37Rv
de Mycobacterium tuberculosis. Esta toxina tiene una secuencia peptidica
correspondiente a una a-conotoxina, con el patron de cisteinas #l (CC-C-C),
un patron globular de enlace disulfuro entre cys1-cys3/cys2-cys4 y un patron
de 4/3 residuos entre cisteinas (Bernaldez, comunicacion personal, 2012). Para
esta secuencia, se evalué el impacto de la presencia o ausencia de la
amidacion en el carboxilo terminal (xm1b y xm1a, respectivamente), en
presencia del agonista nicotina y el estimulo de LPS. Para ello, en los ensayos
realizados se evaludé la concentracion minima inhibitoria (MIC) para M.
tuberculosis (50 ug/mL), en presencia de 1 ug/mL del estimulo inflamatorio LPS

y 100 uM del estimulo anti-inflamatorio del agonista nicotina.
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Si bien el efecto comprobado de esta toxina es como agente antifimico, el
interés de evaluar su efecto en macrofagos responde a que M. tuberculosis es
un patoégeno intracelular que infecta principalmente a éstas células,
protegiéndose dentro de ellas de la respuesta inmune del hospedero y de la
accion de medicamentos antituberculosis, reduciendo la activacion del
macrofago asi como su capacidad citolica y microbicida (Kaufmann, 2002).
Los agonistas nicotinicos favorecen la reduccion de citocinas pro-inflamatorias
y reducen la capacidad microbicida; por lo que en células infectadas, la
capacidad de eliminacion de patdgenos intracelulares se ve alterada asi como
su diferenciacion hacia macréfagos tipo 1, que son capaces de producir IL-12 y
de presentar el antigeno a una célula T (Yamaguchi et al. 2003; Yanagita et al.
2009).

En la figura 8, se observa que en comparacién con el control de exposicidn pro-
inflamatorio (LPS), en las células expuestas al agonista nicotina existe una
reduccion significativa en los niveles de ARNm de IL-13 y TNF-a (Figura. 8 B 'y
C), y no significativa en el gen IL-12p40 (p>0.05). En presencia del estimulo
pro-inflamatorio (LPS), anti-inflamatorio (LPS + Nic) y toxinas, no se observaron
cambios en los niveles de transcripcion de IL-10 (Figura. 8 A). La exposicion a
nicotina y LPS aumenta significativamente la transcripcion de iNOS (Figura
8D). Si bien se ha reportado que este agonista es mayormente inhibidor de
genes pro-inflamatorios, también se ha descrito el efecto contrario. Chen et al.
(2004), encontraron un aumento en la produccion de iINOS en la linea celular
tipo macroéfago RAW264.7, al exponer a las células a LPS (20ng/ml), IFN-y

(10ng/ml) y nicotina (0.2-1.6 mM).
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En los grupos expuestos a toxinas, la forma amidada xm1b y la no amidada
xm1a, incrementaron los niveles de transcripcion de IL-13 y TNF-a (Figura. 8 B
y C); redujeron la transcripcion de iINOS (Figura. 8 D) y no tuvieron efecto en IL-
10 (Figura. 8 A; p<0.05 respecto al control LPS+NIC); solo xm1b revirtié en
forma significativa el efecto de la nicotina sobre la transcripcion de IL-12p40

(Figura. 8 E, p< 0.05 respecto al control LPS+NIC).
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Figura 8: Efecto de a-conotoxinas sintéticas de Conus ximenes sobre la
transcripcion de citocinas pro-inflamatorias: A)IL-10; B)IL-13; C)TNF-a; D)iINOS
y E) IL-12p40. Un total de 1 x 10° células se expusieron a 1 ug/mL de LPS en
presencia o ausencia de 100 uM de nicotina. Luego de 12 h, el ARN total fue
extraido y convertido a cDNA con oligo dTz. Los niveles de transcripcion de
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cada gen fueron medidos y comparados por RT-PCR. Los resultados se
expresan como la media £ SD del incremento del gen de interés normalizado
(gen de interés/gen constitutivo) en cada tratamiento, respecto al nivel del gen
normalizado en las células no estimuladas (células sin LP, péptidos ni nicotina).
n = 3. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 vs LPS+NIC (Student’s t-test). n.d. = no
detectado.

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La mayoria de los reportes en conotoxinas las engloban como excelentes
candidatos en terapia contra el dolor y otras afecciones del sistema nervioso,
ya que sus blancos moleculares se encuentran principalmente en éstas células.
Dado que canales de calcio y receptores nicotinicos modulan la respuesta de
activacion de células no excitables como los macrofagos, en la serie de
experimentos realizados en este proyecto se evalu6o cémo diferentes
conotoxinas al bloquear a estos receptores, alteran la transcripcién de genes
pro-inflamatorios, ante un estimulo pro-inflamatorio (LPS) y un anti-inflamatorio
(nicotina) in vitro. Con esta aproximacion, se logré evaluar como se afecta la
activacion de macrofagos, asi como el efecto que tienen en ésta algunas
modificaciones post-traduccionales o cambios en la secuencia de la toxina.

Trabajos previos demostraron que las toxinas cal16b_1 y cal16b_2 son
bloqueadoras de canales de calcio activados por voltaje, teniendo cal16b_1
aproximadamente 2.2 veces mas potencia que cal16b_2 en reducir la corriente
de calcio (datos no mostrados). Ambas toxinas producen efectos contrarios en
la respuesta pro-inflamatoria y probablemente éstos estén mediados por la
afinidad de cada isoforma por el canal idnico, resultado de la diferente union
entre cisteinas. Esta afinidad, estaria generando oscilaciones de Ca®*

causantes de alterar la estabilidad del ARNm, asi como los eventos de
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transcripcion rio abajo, necesarios para la completa transcripcién de todos los
genes pro-inflamatorios estudiados (Jin et al. 2007; Daly y Craik, 2009; Zhu et
al. 2011). En células del sistema inmune se ha descrito a los canales de calcio
operados por depodsito (CRAC) como los responsables de mantener la
elevacion en el Ca®* citosolico, modulando asi el patrén de genes expresados y
funciones necesarias de la célula, siendo estos canales insensibles a
bloqueadores de Ca?* como el diltiazem y verapamilo (Willmott et al. 1996).
Aun siendo estos canales la principal entrada de Ca®* y el principal objetivo de
bloqueadores para la inmunomodulacion, la presencia de otros canales de Ca?*
como los tipo L, hacen a los macréfagos susceptibles a la accion moduladora
de toxinas bloqueadoras de canales Ca?*. Los resultados obtenidos para cada
isoforma de cal16b hacen suponer que los efectos de ambas son el resultado
del bloqueo de un canal de Ca** voltaje dependiente, lo que genera
oscilaciones de Ca®* responsables del patron de genes observado.

En la figura 4, se observa que en las células expuestas a LPS-cal16b_1 se
reduce la transcripcion de genes de citocinas pro-inflamatorias, con excepcion
del gen TNF-a. En contraste, las células expuestas solo a cal16b_1
incrementan la transcripcidon del gen IL-1B. Este efecto de incremento y
decremento en la transcripcion de estos genes, en presencia/ausencia del
estimulo LPS, ha sido también reportado para la toxina Ts2 del escorpion
Tityus serrulatus (Zoccal et al. 2011), y para el bloqueador de canales CRAC: el
farmaco SK&F 96365 (Ye et al. 2012). La toxina Ts2 en presencia de LPS
genera el incremento en TNF-a e IL-6, y en ausencia de LPS reduce los niveles

de ambas citocinas; mientras que SK&F 96365 incrementa a IL-13 pero reduce
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a TNF-a. El que la toxina cal16b_1 tenga este efecto podria ser debido a la
alteracion en la activacion y translocacion nuclear de factores de transcripcion
como el NF-kB, que es una consecuencia del bloqueo de canales de Ca®'
reportada para algunos farmacos como el verapamilo, una fenil-alquil-amina
bloqueadora de canales de calcio tipo L (Brown et al. 2004). Uno de los
primeros genes transcritos, luego de la union de LPS a su ligando TLR-4, es el
TNF-a. Este a su vez, luego de su traduccidon y excrecion, genera la senal
necesaria para el inicio de transcripcion de otros genes pro-inflamatorios como
la IL-1B. El péptido cal16b_1 interfiere con iNOS, IL-1B e IL-12p40 pero no
TNF-q, esto puede deberse a que la reduccidn en la tasa de entrada de iones
inhibe o dificulta mecanismos de post-transcripcion o post-traduccién inducidos
por Ca?*. El que la isoforma cal16b_2 genere el patron contrario a cal16b_1,
puede ser debido a que la toxina cambia su conformacién en solucion, al tener
un diferente enlace entre cisteinas, traduciéndose no solo en una reduccién en
la afinidad de la toxina por el canal de calcio, sino también en un posible
cambio del blanco molecular en macréfagos.

Los receptores nicotinicos de acetilcolina participan en procesos como la
funcidn cognitiva, el movimiento, percepcion del sonido y el control de la
respuesta inmune. Diferentes subtipos de estos receptores presentan una
diferente localizacién anatdmica, asi como propiedades biofisicas y
farmacoldgicas especificas en el tejido o célula en el que se localizan, siendo
importantes en diferentes padecimientos, por ejemplo: a6B2 y a4B2 en
Parkinson; a7 en sepsis, Alzheimer y esquizofrenia; y a9a10 en dolor

neuropatico (Essack et al. 2012).
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En macrofagos, el papel del receptor homopentamero a7 es el descrito de
mejor manera. Aunque también se ha reportado que distintos receptores
controlan diferentes aspectos de la respuesta inmunologica, como el a9a10,
0434 y el a4B2 en linfocitos B; y otros en células dendriticas, linfocitos T,
mastocitos, neutrdfilos, etcétera (Koval et al.2011). La busqueda de
subfracciones activas sobre receptores nicotinicos se llevd a cabo de tal
manera que se identificaran moléculas activas sobre el homopentamero a7,
aun asi, el espectro de actividad determinado con la proteina AChBP puede
identificar a compuestos activos en otros subtipos de receptores nicotinicos y
otros receptores nicotinoides.

Los 6 péptidos analizados forman parte de una nueva superfamilia denominada
por Biggs (2010) como J,. Estos péptidos, tienen una longitud de 17
aminoacidos, mantienen el arreglo —-CPP-C-C-C-, donde el patrén de cisteinas
y dos prolinas luego de la primera cisteina, son altamente conservadas entre si
y con otras toxinas de Conus, activas sobre nAChR (lt14a y pu14a). Estas
toxinas fueron subdivididas en dos grupos principales: el grupo 1 con la regidn
conservada en las posiciones 7 a 17 (cal14c, cal14.2b y cal14.2c); y el grupo 2
donde no se conserva esta region (cal14b, cal14.1a y cal14.1b). En C.
californicus, las variantes de una misma toxina flanqueadas por regiones
altamente conservadas y variantes moleculares en otras regiones, ha sido
asociada a la diversidad necesaria de esta especie para atacar a un mismo
canal o receptor presente en diferentes organismos, siendo las regiones
variables aquellas expuestas en la conformacién tridimensional de la toxina y

las necesarias para interactuar con el receptor blanco (Gilly et al. 2011). Por lo
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anterior, es muy probable que todas estas toxinas afecten a receptores
nicotinicos diferentes, o bien, tengan mayor afinidad por un tipo de subunidad
en particular.

De los dos grupos en los que subdividimos a los péptidos analizados,
obtuvimos patrones de transcripcion distintos, los mas similares entre si son los
péptidos englobados en el grupo | (cal14c, cal14.2b y cal14.2c), en los que se
observo que existe una sinergia en la transcripcion de genes de citocinas pro-
inflamatorias entre el péptido y el LPS, ademas de que revierten el efecto anti-
inflamatorio de la nicotina.

Las posiciones 1y 2, en el extremo amino, son muy similares en 4 de las 6
toxinas. Esta secuencia amino terminal, y particularmente el residuo 1, han sido
reportados como esenciales para la actividad y afinidad de la a-conotoxina PIA
de Conus purpurascens sobre receptores nicotinicos constituidos por la
subunidad a6 (Dowell et al. 2003; Pucci et al. 2011). En los receptores
nicotinicos, la combinacion de subunidades distintas hace que el receptor
exhiba una afinidad particular por agonistas y antagonistas (Albuquerque et al.
2009). En el sistema inmune, existen diferentes subtipos de receptores
nicotinicos de acuerdo al tipo de célula. El resultado en la activacion o bloqueo
de un nAChR puede resultar en consecuencias diferentes, dependiendo del
tipo de célula inmune y de los receptores aledaros a éste, llegando a existir un
efecto antagdnico entre receptores compuestos de diferentes subunidades
(Koval et al. 2009; Skok, 2009).

En el péptido cal14.2c, el cambio conservador de carga parece alterar la

sinergia entre la toxina y el LPS (comparando con cal14c). Si bien, un cambio
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de esta naturaleza no altera las propiedades fisicoquimicas de la toxina, es
probable que favorezca la interaccidn con un subtipo distinto de receptor
nicotinico, o bien, que al perder fuerza de afinidad, ésta se traduzca en una
menor potencia del efecto pro-inflamatorio obtenido con LPS. Es probable que
el grupo funcional sea importante para determinar la afinidad o potencia de
estas toxinas sobre el receptor nicotinico afectado en macréfagos. Los efectos
obtenidos por cambios conservadores de carga han sido reportados en otras
conotoxinas. Jacobsen et al. (2000), demostraron que al cambiar Arg por Lys
en la posicion 2 de la k-conotoxina PVIIA, se reducia la afinidad de la toxina por
el canal shaker, sugiriendo que el residuo Arg es importante para la interaccion
de la toxina con la proteina del canal. De igual forma Pucci et al. (2011),
observaron que al cambiar Arg por Lys en la posicion 1 de la a-conotoxina PIA,
se reducia en 56 veces la afinidad de la toxina por el NAChR a632*.

El péptido cal14.1b presenta un fuerte efecto anti-inflamatorio. En contraste con
el péptido cal14.1a que tiene un efecto pro-inflamatorio, la Unica variacién entre
ambas secuencias es el cambio no conservado en la posicion 15. Esta posicion
es un aminoacido muy conservado en 5 de las 6 toxinas. El hidrégeno de la
cadena lateral de este aminoacido le da una mayor flexibilidad, lo que da como
resultado que resida en zonas de plegamiento en la cadena peptidica donde se
requiere un fuerte angulo de torsion, por lo que cualquier cambio por otro
aminoacido puede tener un fuerte impacto en la estructura tridimensional del
péptido, asi como en su funcion (Betts y Russell, 2003). En el caso de cal14.1a

este cambio parece traducirse en una elevada sinergia del péptido con LPS.
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Suponiendo que el unico blanco molecular de la conotoxina cal14.1b es un
receptor nicotinico, surge la pregunta ;Por qué el efecto anti-inflamatorio de
esta conotoxina, si cuando se emplean otros antagonistas nicotinicos existe un
efecto pro-inflamatorio?. Como se mencion6 anteriormente, la combinacion de
subunidades de un receptor nicotinico tiene un efecto particular en células del
sistema inmune, pudiendo ser antagonicos entre si. En los efectos reportados
para diferentes subtipos de nAChR, destaca el papel del receptor a9a10. La
presencia de este receptor ha sido reportada en linfocitos, macrofagos y partes
del sistema nervioso, donde el uso de antagonistas favorece la respuesta anti-
nociceptiva, involucrandolo directamente en mecanismos moleculares de
analgesia (Sandall et al. 2003; Clark et al. 2006; Vincler y Mcintosh, 2007;
Mclintosh et al. 2009). En el 2008, Vincler et al. demostraron que las a-
conotoxinas RgIA y Vc1.1 tenian un efecto antinociceptivo en un modelo de
dolor neuropatico, ademas de que eran capaces de reducir la migracion de
linfocitos y macrofagos al sitio de dafio nervioso, reduciendo la
hipersensibilidad en el sitio y posiblemente la accion pro-inflamatoria de estas
células. En el estudio mencionado, los autores sefialan que este efecto es
debido unicamente al bloqueo de la subunidad a9a10; sin embargo, mas
recientemente se ha descubierto que las a-conotoxinas RgIA, Vc1.1 y PelA,
fungen como agentes antinociceptivos debido a que bloquean canales de
calcio indirectamente, al unirse en forma antagonista al receptor GABA-B (Daly
et al. 2011; Cuny et al. 2012; Adams y Berecki, 2013). El uso de antagonistas
del receptor GABA-B, reduce la respuesta inflamatoria y la migracion celular en

la dermatitis de contacto (Duthey et al. 2010). El mecanismo de accion
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propuesto para estas conotoxinas es el bloqueo del canal de Ca®" asociado al
receptor GABA-B: una vez que se une la a-conotoxina, ésta activa la cascada
de senalizacion por medio de las subunidades de proteina G del receptor
GABA-B, inactivando al canal de Ca®** en forma voltaje independiente (Cuny et
al. 2012; Adams y Berecki, 2013). En macréfagos, diversos receptores
acoplados a proteina G regulan o estan involucrados en funciones como el
contacto célula-célula, quimiotaxis, supervivencia, activacion y produccion de
mediadores inflamatorios (Lattin et al. 2007). Teniendo lo anterior como
antecedente, nuestra hipotesis es que la toxina cal14.1b actua como
antagonista del receptor nicotinico a9a10, al mismo tiempo que tiene actividad
sobre el receptor GABA-B presente en macréfagos, generando el efecto anti-
inflamatorio observado, ya sea por accion del bloqueo de canales idnicos
aledanos al receptor GABA-B, un canal de calcio, o por alteracién de la
cascada de senales dependientes de proteina G. Esto haria a cal14.1b un
candidato potencial en el tratamiento de dolor inflamatorio y otras
enfermedades inflamatorias.

Los péptidos xm1a y xm1b son a-conotoxinas 4/3, que varian entre si por la
presencia de una amidacion en el carboxilo terminal. Dentro de las toxinas
descritas con actividad hacia receptores nicotinicos, las a4/3 son las menos
comunes e incluyen a Iml (a7), Imll (a7 y otros) y RglA (a9a10). Estas toxinas,
se han descrito como compuestos que han evolucionado en especies de un
mismo linaje filogenético, y se cree que son mas afines a receptores

compuestos solo de subunidades a (Ellison y Olivera, 2007).
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La busqueda de compuestos con capacidad de incrementar las respuestas en
inmunidad innata representa una estrategia en el combate a enfermedades
infecciosas (Schepetkin et al. 2008). La capacidad de xm1b y xm1a de revertir
el efecto inmunosupresor de la nicotina, es un buen indicio de la afinidad de
estas toxinas por receptores nicotinicos, y de su potencial como péptidos
inmunoestimulantes. Considerando que ademas de esto, inhiben el crecimiento
de M. tuberculosis, podrian considerarse péptidos viables para formar parte de
una terapia antifimica.

Ambas toxinas incrementaron la transcripcion generada por LPS a la vez que
revertian el efecto de la nicotina, siendo la forma amidada xm1b la de efecto
mas notorio, particularmente para TNF-a. Esto puede deberse a una mayor
afinidad por el nAChR. Reportes previos en toxinas de escorpidén (Bot Il de
Buthus occitanus tunetanus y Cssll de Centruroides suffusus suffusus),
implican a la amidacion terminal como responsable de la afinidad por canales
de sodio voltaje dependiente (Nav) y la actividad biologica de estas toxinas
(Benkhadir et al. 2004; Estrada et al. 2011). En el caso de Conus, la amidacion
terminal es una modificaciéon post-traduccional comun en a-conotoxinas, que
favorece la estabilidad del péptido ante proteasas, el plegamiento y la actividad
bioldgica (Kang et al. 2005; Loughnan y Alewood, 2004).

Una constante en las células expuestas a a-conotoxinas de C. ximenes 0 a aJs-
conotoxinas de C. californicus, es un efecto sinérgico en algunos de los
tratamientos LPS-NIC-Péptido (una fuerte elevacion en el nivel de transcripcion
del gen analizado en comparacion con el control de LPS y LPS+NIC). A pesar

de que la nicotina es un agonista que genera un efecto anti-inflamatorio,
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también ha sido reportada como pro-inflamatoria, ya que a diferencia de otros
agonistas como la colina o acetilcolina, ésta no es removida del sitio de unién
con el receptor, por lo que la presencia constante promueve Ila
desensibilizacion del receptor y la reactivacion del factor NF-kB, generando la
sobre-expresién de otras citocinas pro-inflamatorias como la osteopontina
(OPN), IL-6 y MCP-1. Asi, la nicotina origina un circuito pro-inflamatorio,
formado por la asociacion NF-kB/OPN, que reactiva la cascada pro-inflamatoria
(Gahring y Rogers, 2007; Wang et al. 2012). La concentracion de nicotina
analizada (100 uM) corresponde a la concentracion estandar necesaria para
tomar medidas relativas a la respuesta del receptor homopentamero a7,
aunque puede resultar excesiva para algunos otros subtipos. Ademas, si la
concentracion de las conotoxinas analizadas favorece su afinidad por mas de
un receptor nicotinico, estas podrian estar acelerando el proceso pro-
inflamatorio originado por la nicotina.

Los macrofagos, tienen un papel importante en la inmunidad innata, adaptativa
y en la homeostasis en tejidos. El reconocimiento de patdgenos via TLR
conlleva a la activacion de macrofagos, iniciando la produccion de mediadores
que coordinan la respuesta inflamatoria. La amplitud de esta respuesta
requiere de una fina regulacion para poder eliminar efectivamente al patdégeno
y limitar el dafio colateral. La medida en que las respuestas de los macréfagos
a diferentes bacterias son distintas o similares a nivel de la transcripcion,
depende de multiples factores. Teniendo en cuenta los componentes celulares
compartidos entre las bacterias y la via de sefalizacion compartida por los

receptores TLR que responden a estos componentes, los macrofagos pueden
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responder a todas las bacterias de una manera estandar. Sin embargo, la

diversidad de bacterias y las diferencias en su patogénesis pueden conducir a

respuestas de patogenos especificos. Por ejemplo, algunos microorganismos,

como M. tuberculosis, puede sobrevivir dentro de los macrofagos y reducir la

respuesta de activacion de la célula (Nau et al. 2002; Rocha-Ramirez et al.

2008). El inhibir o potenciar uno o0 mas genes involucrados en la respuesta pro-

inflamatoria, le da un potencial particular a cada una de las toxinas analizadas,

ya que si bien, es deseable revertir el efecto polarizante de un patégeno como

M. tuberculosis, también puede darse el caso en que se produzca una

inflamacién excesiva que conlleve a dafo tisular, por lo que el uso de cada

toxina como posible agente terapéutico es una larga ruta aun por recorrer.

CONCLUSIONES

Al favorecer o reducir la afinidad de una conotoxina con variaciones en la
secuencia, cambios en el enlace entre cisteinas y modificaciones post-
traduccionales, se observara un diferente patron de transcripcion genética.
El tratamiento de macrofagos con cal16b_2 y toxinas bloqueadoras de
receptores nicotinicos sensibiliza a las células a exhibir una mayor
respuesta a un estimulo pro-inflamatorio dependiente de TLR. Esta
respuesta no altera la producciéon de IL-10, lo que potencia la actividad del
TLR al interrumpir o retardar los mecanismos de autoinhibicion
dependientes de IL-10.

La toxina cal14.1b favorece una polarizacién a macréfagos tipo 2, al inhibir

la transcripcion de citocinas pro-inflamatorias sin alterar la transcripcion de
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citocinas anti-inflamatorias. Este efecto, probablemente esta mediado por la
participacion de receptores GABA-B presentes en la membrana del
macrofago a los que la toxina se une en forma antagodnica.

Como se observo para las toxinas cal16b_1 y cal14.1b, los cambios en la
estructura terciaria, generados a partir de modificar el enlace entre cisteinas
o sustituir aminoacidos clave para el plegamiento, pueden revertir el efecto
inmunosupresor. Esto puede ser debido a que las toxinas cambien su

afinidad o se dirijan hacia un blanco molecular diferente.
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