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RESUMEN

PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE TOXINAS EXTRAIDAS DE CARACOLES
MARINOS DEL GENERO Conus

Una de las herramientas moleculares mas empleadas en los ultimos anos para e estudio
de subtipos de receptores y/o canales iénicos, ha sido el uso de péptidos aislados de caracoles
marinos pertenecientes al Género Conus. Estos péptidos son moléculas pequefias formadas por
10 a 30 aminoacidos y que poseen una conformacion muy rigida. Muchos forman puentes
disulfuro intramoleculares por la caracteristica de presentar residuos de cisteinas en su
estructura primaria (Olivera, 1997). Esta caracteristica ha permitido a su vez clasificarlos dentro
de clases estructurales, por ejemplo: las a-conotoxinas, cuyas moléculas blanco son los canales
de sodio sensibles a voitaje de misculo esquelético, y las w-conotoxinas, las cuales bloguean el
canal de sodio sensible a voltaje en las terminaciones sinapticas, entre otras (Myers et al,,
1993). Se han demostrado modificaciones postraduccionales que confieren la formacién de a-
hélices inusuales que a su vez le dan rigidez y forma a las moléculas. (Mcintosh et al., 1984;
Olivera 1990).

Mucho de lo que se sabe de las conotoxinas se debe a estudios realizados de caracoles
cazadores de peces y mucho menos se sabe de aquelios que se alimentan de otra manera. Los
resultados establecidos hasta ahora demuestran que los venenos son una mezcla compleja de
péptidos, con las mismas clases estructurales. En lo que se refiere a caracoles cazadores de
gusanos o de moluscos, algunas secuencias peptidicas han sido encontradas, tales como los
péptidos KK-O (Woodward et al., 1990) y QCVIA (Olivera et al., 1990), los cuales pertenecen a
la misma clase estructural de las w-conotoxinas de caracoles cazadores de peces, la cual
presenta 4 puentes disulfuro debido al patrén de residuos de cisteina.

En este trabajo reportamos la purificacién y caracterizacién completa de dos péptidos
aistados del caracol cazador de gusanos Conus delessertiiy la purificacién parcial de un péptido
aislado del caracol Conus spunus. Ambas especies fueron colectadas en el Mar Caribe
mexicano. Uno de los péptidos tiene ocho residuos de cisteina y modificaciones
postraduccionales nunca antes descritas, tal como la hidroxilacion del aminoacido lisina. Este
péptido podria representar una nueva clase estructural.
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SUMMARY

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF TOXINS ISOLATED FROM
MARINE SNAILS BELONGING TO THE GENUS Conus.

One of the molecular tools most widely used in recent years to study subtypes of
receptors or ion channels has been peptides isolated from hunting cone snails, belonging to the
genus Conus. These peptides are small molecules between 10-30 amino acids in length, and are
invariably highly constrained in  conformation. Most are cross-linked through multiple
intramolecular disulfide linkages by the characteristic arrangement of cysteine residues in their
structure (Olivera 1997). This characteristic has permitted them to be classified into a few
structural classes, for example, a—-conotoxins, which target skeletal muscle sodium channels at
the tetrodotoxin/saxitoxin site, and oa-conotoxins, which block voltage-sensitive calcium channels
at presynaptic termini (Myers et al, 1993). Furthermore, other conformation-constraining
strategies have been discovered, such as the preseﬁce of an unusual a-helix posttranslational
modification {Mclntosh et al., 1984, Olivera et al.,-1990).

Aithough most of the generalizations about conotoxins and other Conus peptides are
derived primarily from studies of fish-hunting species, much less work has been done on Conus
species of other feeding types. However, the results to date establish that their venoms are also
complex mixtures of peptides, with the same major structural classes. In the mollusk-hunting and
worm-hunting species, several peptide sequences have been found, such as KK-O (Woodward
et al., 1990) and peptide QCVIA (Olivera et al., 1990), which belong to the same structural class

as the m-conotoxins from fish-hunting cones since they possess a 4-loop cysteine framework.

In this work, we describe the complete purification and biochemical characterization of
two novel peptides from the worm-hunting snail Conus delessertii, and the partial purification of
one peptide from the snail Conus spurius, collected in the Mexican Caribbean. One of the
peptides from C. delessertii has eight cysteine residues and post-translational modifications of
the amino acid lysine, never before described in conotoxins. This new peptide may represent a
new structural class of conotoxins.
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INTRODUCCION

Las costas del litoral mexicano que van desde la frontera norte hasta
Quintana Roo, albergan una amplia diversidad de fauna y flora, aunada con una
complejidad en ambientes. En ellos confluyen organismos dulceacuicolas y
marinos. Su estudio ha sido preocupacién creciente de instituciones académicas y
técnicas, asi como de numerosos investigadores nacionales y extranjeros, que han
reconocido en ellas una fuente de recursos no bien explotados y mucho menos
bien conocidos; es por ello que el estudio sistematico de la flora y fauna, desde
cualquier punto de vista de las areas biolégicas, beneficiard directamente a

millones de personas.

De lo antedicho surge, en parte, el interés por la basqueda de nuevos
farmacos de origen natural, en especial los extraidos de caracoles marinos; los
venenos que contienen éstos han sido utilizados por varios laboratorios de
investigacion en una gran variedad de investigaciones fisiologicas y
farmacolégicas a nivel del sistema nervioso tanto en organismos vertebrados como
en invertebrados. Es muy posible que cada péptido aislado de caracoles del género
Conus sirva de ligando para un receptor especifico de la membrana plasmatica
(Myers et al., 1993).

Por ello, podemos decir sin lugar a dudas que el inicio de estudios
enfocados a determinar la actividad biolégica y/o caracterizacién de péptidos
neurotéxicos de venenos provenientes de invertebrados marinos (gasterépodos)

abrira un nuevo campo de investigacion en nuestro pais.




Los caracoles marinos, especificamente los conos son animales
pertenecientes al Phyllum Molusca y a la clase Gastropoda, los cuales son muy
atractivos debido a la forma, brillo y color de su concha (figura 1). Cuando en su
radio de accién aparece una victima, alarga su trompa y dispara una estructura
semejante a un arpén conocida como radula (figura 2), la cual clava en la carne de
su presa, a la que inmoviliza debido a los efectos del veneno que le inocula. Por
ejemplo, la toxina del Conus geographus es un relajante muscular poderoso; los
animales victimas de esta especie se distienden tanto que dejan de respirar y
mueren . Por el contrario, la especie Conus magus inmoviliza a sus victimas merced
a una sustancia que provoca una potente contracciéon muscﬁlar. Estas toxinas

pudieran, por lo tanto, usarse en medicina como estimulante o relajante muscular.




Figura 1 Conchas de algunas especies de Conus, de las cuales su veneno ha sido aislado. a)

Conus granulatus b) C. purpurascens ¢) C. gloriamaris d) C. geographus

Figura 2. En la imagen superior , se representa el aparato venenoso de C. purpurascens. vb,

bulbo venenoso, vd, conducto venenoso, rs, saco radular ; h, dientes como arpones ; p, faringe; pt,

proboscis. La imagen inferior, es una acercamiento a través de microscopia electrénica del diente

en forma de arpon (radula).
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Los caracoles marinos del género Conus son uno de los grupos de animales
marinos vivientes con mayor éxito hoy en dia y se conocen alrededor de 500
especies (Kohn, 1976; Rockel et al, 1995). Cada especie es un especialista en
neurofarmacologia debido a que su veneno es utilizado de diferentes maneras, ya

sea para capturar a su presa, o para escape y defensa de su depredador.

Sin embargo cada especie estd altamente especializada respecto a su presa ;
probablemente el grupo mds grande sea aquel que se alimenta de gusanos
poliquetos y lo conforman alrededor de més de 150 especies, secundéandole aquel
grupo que se alimenta de peces (ca 70) y otro, con alrededor de 70 especies

especializado en moluscos.

En particular estamos interesados en las especies Conus delessertii y Conus
spurius debido a que son unas de las especies reportadas para el pais, lo que
facilita su captura, asi como el hecho de que no existen estudios bioquimicos
acerca de los componentes de sus venenos. Su distribucion abarca todo lo que es el
Golfo de México (de los arrecifes de Carolina al sur de la Florida hasta la
peninsula de Yucatdn). La especie C. delessertii mide entre 5 a 8 centimetros en

longitud, presenta de 10 a 12 espirales en la parte inferior de la concha; se le

encuentra a grandes profundidades.

El C. Spurius, es una especie comin que alcanza medidas hasta de 12

centimetros en longitud y se encuentra en aguas poco profundas; el color de la

apertura es blanco.

La coloracién para ambos es como se muestra en la figura 3, viéndose para

el primero dos bandas blancuzcas que le confiere su especificidad mientras que



para el segundo el patron del color café en pequefios recuadros a lo largo de la

concha es lo que le confiere su identidad.

Figura 3. a) C. delessertii, b) C. spurius

COMPONENTES BIOACTIVOS DE ORIGEN MARINO

La literatura que trata sobre productos naturales de origen marino esta
enfocada principalmente a la caracterizacion de compuestos con actividad
citotoxica como modelo para la actividad antineoplasica (de Vries y Beart, 1995).
Sin embargo, también estan reportadas otras actividades biologicas y
farmacologicas para este tipo de compuestos, por ejemplo, agentes antibi6ticos
(Ridwan et al,, 1995), antiinflamatorios (Konig y Wright, 1996), antivirales (de
Vries y Beart, 1995; Konig y Wright, 1996), analgésicos (Konig y Wright, 1996),



para el segundo el patron del color café en pequeitos recuadros a lo largo de la

concha es lo que le confiere su identidad.

Figura 3. a) C. delessertii, b) C. spurius

COMPONENTES BIOACTIVOS DE ORIGEN MARINO

La literatura que trata sobre productos naturales de origen marino esta
enfocada principalmente a la caracterizacion de compuestos con actividad
citotéxica como modelo para la actividad antineoplésica (de Vries y Beart, 1995).
Sin embargo, también estan reportadas otras actividades biologicas y
farmacolégicas para este tipo de compuestos, por ejemplo, agentes antibi6ticos
(Ridwan et al., 1995), antiinflamatorios (Konig y Wright, 1996), antivirales (de
Vries y Beart, 1995; Konig y Wright, 1996), analgésicos (Konig y Wright, 1996),
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cardiotéxicos (Burnett, 1990), y agentes con actividad hemolitica (Othman y
Burnett, 1990; Rottini et al., 1995; Burnett et al., 1990; Burnett, 1995) entre otros.

Los organismos marinos del Phyllum Cnidaria, en el que se incluyen
anémonas y medusas, poseen toxinas que bloquean canales i6nicos localizados en
la membrana plasmatica, Para el caso de las anémonas, los péptidos neurotéxicos
son aproximadamente de 40 a 100 aminoéacidos (Kem et al., 1990) y se ha visto que
tienen una actividad inhibitoria tanto en canales de K*, por ejemplo: un péptido
constituido por 37 aminoacidos (BgK), aislado de la anémona Bumnodosoma
granulifera (Dauplais et al., 1997 ; Cotton et al., 1997), como en canales de Na*
(bloqueados por la Toxina II, aislada de Anemonia sulcata). En lo concerniente a
medusas, dentro de las actividades biol6gicas que presentan, se encuentra el efecto
del veneno de Chrysaura sp sobre canales cationicos permeables a Na*, K*, Cs* y

Li*, en tejido neuronal (Dubois, Tanguy y Burnett, 1983).

Del Phyllum Mollusca sobresalen por su potencial y diversidad los
gasterbpodos del género Conus sp; de éstos han sido aisladas diferentes
neurotoxinas, usadas como herramientas para una amplia variedad de
investigaciones fisioldgicas sobre el sistema nervioso, tanto de vertebrados como
de invertebrados (Gray, Olivera y Cruz 1988; Olivera et al., 1994) debido a que los
blancos biclogicos de estas toxinas son canales i6nicos y receptores (Olivera et al.,
1990; Myers, Cruz, Rivier y Olivera 1993; Shon, Hasson, Spira, Cruz, Gray y
Olivera, 1994). Mas de 50 péptidos de Conus sp, bioldgicamente activos, han sido

aislados y secuenciados hasta la fecha (Olivera, et al., 1995).

El veneno de cada caracol estd constituido por alrededor de 50 a 200
péptidos diferentes entre si y con la caracteristica de ser biologicamente activos;
muchos de estos péptidos estan formados de 6 a 40 aminoacidos, pero la mayoria

contiene de 12 a 30 aminoacidos (Olivera et al., 1990).



FAMILIAS DE TOXINAS DE CARACOLES MARINOS

A las toxinas biol6gicamente activas del género Conus se les llama
conotoxinas o conopéptidos. Estan constituidas por péptidos pequeiios altamente
plegados ya que contienen varios residuos de cisteinas a lo largo de su estructura
primaria, lo que les permite la formacion de enlaces disulfuro intramoleculares
(Cruz, 1989; Myers, Cruz y Olivera 1993). A estos péptidos se les ha agrupado en
diferentes familias farmacolégicas (Tabla I) ya que sus proteinas blanco son
diversos receptores y canales del sistema nervioso y neuromuscular como son:
receptores nicotinicos de acetilcolina (Martinez et al., 1995), canales de calcio y
sodio sensibles a voltaje (Gray et al., 1988; Cruz, 1989; Faizilber et al., 1996) y
receptores de glutamato sensibles a N-metil-D-aspartato. (NMDA) (Olivera et al.,
1990; Lin et al., 1997; Haack et al., 1990). Asimismo estas conotoxinas forman clases
estructurales las cuales estan definidas por el patrén en la posicién de los residuos
de cisteinas en su arreglo estructural o por la modificacién postraduccional del
aminoéacido y- carboxiglutamato (Olivera et al., 1990; Olivera et al., 1996). Tanto el
arreglo en la posicion de las cisteinas como el y- carboxiglutamato le confieren una
conformacién rigida al péptido, ya que los residuos de cisteinas tiene la capacidad
de formar puentes disulfuro, mientras que el y- carboxiglutamato tiene la

capacidad de estabilizar las regiones a- hélices en presencia de Ca? (Tabla 2).

Debido a su pequefio tamafio, estas moléculas pueden ser analizada por
técnicas multidimensionales NMR para definir la superficie complementaria de

union con la proteina blanco e invariablemente el sitio funcional de este receptor.

Al parecer, solamente existen pocas clases estructurales en todos los
péptidos extraidos de varias especies de Conus. Sin embargo una clase estructural

incluye mdltiples familias farmacologicas de péptidos; mas del 30% de los




péptidos secuenciados pertenecen a una simple clase estructural definida por el

arreglo en los residuos de cisteinas en las o-conotoxinas ( C-C-CC-C-C).

Los miembros de una clase estructural de conotoxinas también comparten
homologia en la secuencia del péptido precursor; este prepropéptido posee un alto
grado de identidad en la secuencia sefial y una fuerte homologia en la regi6bn pre
(Figura 4). Ademas los miembros pertenecientes a una familia farmacologica
presentan una mayor homologia en la secuencia del precursor que los
pertenecientes a otra familia farmacolégica dentro de la misma clase estructural. Y
por si fuera poco, los Conus pueden involucrar un sinnmero de posibles
soluciones para la unién en algn sitio en particular de un ligando especifico,

como lo hace la m-conotoxina que inhibe canales de calcio sensibles a voltaje.

|

MKLTCWIVAVLI_.LTACQLITADDSRGTQKHRALGSTTELSLSTRCKSPGSSCSPTSYNCC_RSCNPYTKRCY G
MKLTCVVIVAVLLLTACQLITADDSRGTQKHRALGSTTELSLSTRCKGKGAKCSRLMYDCCTGSCR_SGKCG

Secuencia Sefial Pro region Toxina

Figura 4. Comparacion de las secuencias del precursor en dos o -conotoxinas, GVIA {(la secuencia
de arriba) y MVIIA (la secuencia de abajo) provenientes de Conus geographus y Conus magus,
respectivamente. La amino4cidos en rojo comprenden la secuencia sefial, mientras la flecha indica

el sitio proteolitico que genera la toxina madura.



Ademaés, los conopéptidos son traducidos directamente de genes, y sus
secuencias de aminoacidos son codificadas directamente de la secuencia del acido
nucléico, a diferencia con muchos productos naturales de origen marino que son
compuestos organicos muy complejos producidos por la accién de enzimas ; esto
conlleva a un paso méas de informacién codificada en el ADN de los organismos
que debe ser removida. De esta manera, la descodificaciéon directa del ADN puede
ser una de las habilidades determinantes en estos caracoles para la generaciéon de
estructuras nuevas en un tiempo corto hablando en términos evolutivos.

|

Si bien muchos de los conopéptidos presentan modificaciones
postraduccionales (como amidacién del carboxilo terminal, hidroxilaciéon de
prolinas y lisina , y-carboxilacién de glutamato, entre otras), se ha sugerido que
tales modificaciones son preestablecidas en la secuencias de las regiones sefal y
pro del precursor; por cual, también estas modificaciones podrian ser

consideradas como consecuencia de traduccion genética.



Tabla I. Proteinas blanco conocidas de conopéptidos

Clase de Proteina Subtipo Ejemplo de Referencia
conopéptido blanco conopéptido
o-conotoxina Receptor Unidn GI Gray et al., 1984
nicotinico de | neuromuscular SI
acetilcolina
p- conotoxina Canales de Misculo GIIo Cruzetal,,
sodio sensibles | esquelético 1985
a voltaje
o-conotoxina Canales de Neuronal GVIA Olivera et
calcio sensibles (Tipo-N) MVIC al., 1984
a voltaje
Conantokinas | Receptor de NMDA Conantokina-G | Hammerlsand
glutamato et al., 1992
Conopresinas | Receptor de No Conopresina-G | Cruz et al., 1987
vasopresina determinado
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Tabla II. Secuencias de aminoacidos encontrados en toxinas provenientes de

caracoles marinos del género Conus

Familia Péptido Secuencia Referencia
a-conoloxina Gl ECCNPACGRHYSC Gray et al. 1981
GIA ECCNPACGRHYSCK* Gray et al, 1981
Glt ECCHPACGKHFSC* Gray et al. 1981
MI GRCCHPACGKNYSC* Mclntosh et al.,1982
Puentes disulfuros | SO P C Gray et el 1984

p- conetoxina

GllIA
GIIB
Ginc

Puentes disulluros

RDCCTOOKKCKDRQCKOQRCCA
RDCCTOORKCKDRRCKOMKCCA
RICCTOOKKCKDRRCKOLKCCA

L |

Sato et al., 1983
Sato et al., 1983
Cruzetal, 1985

Gray etal,, 1984

a-conotoxina

GVIA
GviB
GVIC
SVIA
SVIB

Puentes disulfuros

CKSOGSSCSOTSYNCCR-SCNOYTKRCY
CKSOGSSCSOTSYNCCR-SCNOYTKRCYG
CKSOGSSCSOTSYNCCR-SCNOYTKRC
CRSSGSOCGVTSI-—-CC-GRC— YRGKCT
CKLKGOSCRKTSYXCCSGSCGRS-GKC

Olivera et al,, 1984
Olivera et al., 1985
Olivera et al., 1985
Ramilo et al, 1992
Ramilo et al, 1992

Olivera et al., 1984

Conalokinas Conatokina - G GEyyLQyNQyLIRyKSN McIntosh et al., 1984
Conatokina - T GEryYQKMLyNLRYAEVKKNA Haack et a}.,1990
Conopresinas Arg-<onopresina-5 CIIRNCPRG Cruz et al, 1987
Lys-conopresina-G CFIRNCPKG Cruz et al,, 1987




MECANISMOS DE ACCION DE LAS CONOTOXINAS

La especificidad en la manera de alimentarse de estos caracoles (piscivoros,
molusquivoros y vermivoros) sugiere que esta relacionada a la especificidad
farmacolégica del contenido de sus venenos; asi, cada una de estas neurotoxinas
actGan sobre canales y/o receptores especificos segfin su presa y ademés ejercen
una accion sinérgica con otros componentes del veneno para incrementar asi la
velocidad de accién. Como ejemplo de la actividad de las conotoxinas se ha
demostrado para la especie Conus purpurascens, dos fases de accién de su veneno

para inmovilizar a su presa (figura 5).

La primera fase consiste en un choque excitotoxico seguido por un bloqueo
neuromuscular (Terlau et al., 1996). El primer efecto fisiologico, el choque
excitotoxico, requiere la accién combinada de un péptido que evita el cierre de
canales de sodio dependientes de voltaje una vez abiertos, permitiendo asi la
entrada de este ion a la célula (Shon et al,, 1995), y una segunda toxina que inhibe
la salida de potasio a través de ciertos subtipos de canales para este ion (Terlau et
al., 1996). La combinacién del incremento de sodio hacia el interior de la célulay la
disminucion de la salida de potasio da como resultado una despolarizacion de la

red neuronal en el sitio de inyeccion.

La segunda fase consiste en un grupo de péptidos del mismo veneno que
actian de forma sinérgica bloqueando la transmision neuromuscular. Este bloqueo
se da de tres maneras: 1) por un grupo de péptidos los cuales antagonizan
diferentes subtipos de canales de calcio dependientes de voltaje (Olivera et al.,
1994) y de este modo se inhibe la liberacién del neurotransmisor; 2) por el
antagonismo competitivo y no competitivo del receptor de acetilcolina
postsinaptico (Gray et al, 1984; Shon et al., 1997) que previene la despolarizacién

del masculo; y 3) por el bloqueo de canales de sodio dependientes de voltaje en
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misculo esquelético (Spence et al ., 1997, Nakamura et al,, 1983; Sato et al., 1983;
Cruz et al., 1985).

ACTIVATED BLOCKED

Figura 5. Mecanismo de inhibicién en la transmisién neuromuscular
1) canales de Ca?*; 2) receptores de acetilcolina nicotinicos ; y 3) canales de Na*
sensibles a voltaje en musculo esquelético
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Ademas, se ha postulado que estos péptidos interactian con un
“macrositio” en algtn receptor en particular o canal iénico. El macrositio a su vez
presenta “micrositios” de uni6én en el cual la toxina se une, impidiendo de esta
manera que se una el ligando en su sitio agonista; y por consecuencia se bloquea la

actividad biol6gica del receptor o canal ionico (figura 6)(Myers, et al., 1993).

Figura 6. Representacién esquemdtica de la union de un ligando a su receptor. Las
representaciones elfpticas representan el ligando natural para este receptor, El sitio de unién para
el ligando natural esta indicado por el asterisco . Tanto la toxina a como b inhiben el macrositio y

comparten dos micrositios, con un micrositio que es tinico para cada toxina.




OBIETIVO GENERAL

El presente trabajo tiene como objetivo principal la purificacion y
caracterizacién bioquimica de algunos péptidos contenidos en los venenos de las

especies Conus delessertii y Conus spurius.

OBIETIVOS PARTICULARES

Identificar los ejemplares de caracoles de acuerdo a las caracteristicas de

especificidad reportadas para cada una de estas especies.

Establecer las técnicas de aislamiento (diseccién, extraccién) y purificacién
(cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa) de péptidos contenidos

en este Género de caracoles.

Aplicar la técnica de degradacion de péptidos, por el principio de Edman,
con la finalidad de obtener la estructura primaria de los péptidos purificados.

Determinar si los péptidos aislados de estas especies pertenecen a alguna

familia dentro de las conotoxinas reportadas.
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MATERIAL Y METODO

» Obtencién de especimenes

Los caracoles tanto de la especies C. delessertii como de la especie C. spurius
se obtuvieron a través de redes camaroneras, en las costas de Quintana Roo. Los
animales se mantuvieron en congelacién tanto en el recorrido del barco como en la
estacion marina de Puerto Morelos, Qro., perteneciente al Instituto de Ciencias del

Mar y Limnologia de la UNAM.

Una vez congelados los organismos, se mandaron bajo las mismas
condiciones al Laboratorio de la Unidad de Bioquimica Analitica y
Neurofarmacologia Marina del Centro de Neurobiologia de la UNAM, por

servicio de mensajeria.
» Aislamiento de los conductos venenosos

Los conductos venenosos se aislaron primeramente mediante el
quebrantamiento de las conchas y después, con la ayuda de unas pinzas y tijeras
se disecaron los conductos venenosos.

Una vez aislados los conductos venenosos se colocaron en un amortiguador

de extracciébn con una composicidn de 50% (v/v) de Acetonitrilo (ACN) y 0.5%
(v/v) de Acido trifluoroacético {TFA).
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¢ Extraccién del veneno

La extraccién del veneno se realiz6 mediante la homogeneizacion de los
conductos venenosos, siendo el nimero de estos variables (ver resultados) en 5ml
de amortiguador de extracciéon a 4°C, utilizando un homogeneizador Brinkmann
Politron (Modelo PT 10/35). Una vez obtenido el homogeneizado éste se
centrifugd a 17,000g por 30 minutos. El sedimento se deseché y el sobrenadante se

conservé como la fraccién que contiene los péptidos.

» Separacién y purificaci6n de los componentes del veneno

Los péptidos que constituyen el venéno de estas especies se separaron
mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC Bio-Rad, Modelo 2800)
en fase reversa, con la utilizacién de una columna analitica Vydac C18 (218TP54,
4.6 x 250 mm; 300 Amstrongs tamafio de poro), con una precolumna Vydac
(218gk54, 5p. 0.46 x 1.0 cm).

Los péptidos se eluyeron a temperatura ambiente y bajo un gradiente que
va de 5% de amortiguador A a 90% de amortiguador B, cuyos contenidos son 0.1%
de TFA y 90% de ACN + 0.085% de TFA respectivamente, con un incremento de
1% de B por minuto y la detecci6n fue realizada con un espectrofotémetro de flujo

ajustado a 220nm de longitud de onda.
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» Repurificacién de los péptidos

La repurificacién se realizO mediante la recromatografia del material
obtenido en la elucién previa, tomando en cuenta el tiempo de retencién para
dicho material ya que a partir de ese tiempo se corrié un gradiente de separacion
que va de 5% menor y 5% mayor a su tiempo de retencién aparente con un

gradiente de 1% ACN por tres minutos.

» Analisis de la estructura primaria

Cada uno de los péptidos purificados (10pmol aproximadamente) fueron
analizados mediante la utilizacién de un secuenciador automatico de proteinas
bajo el principio de degradaciéon de Edman (Procise 491 Applied Systems). Se uséd
el método Pulse-liquid, modificado para optimizar la separacién de los derivados
PTH-lis y PTH- Leu.

» Espectrometria de masas

Los espectros de iones positivos de las muestras se obtuvieron a través de
espectrometria de masas por desorcién laser (LDMS), con un espectrémetro de
doble foco JEOL JMS HX110, dandonos asi, la masa molecular de los péptidos. Los
espectros fueron hechos por el Dr. Anthony Craig en el Instituto de estudios
biolégicos de Salk, en La Jolla, California EUA.
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¢ Reduccién y alquilacion de los péptidos

Posteriormente a la purificacién de los péptidos por HPLC de fase reversa,
los péptidos se concentraron a sequedad y se mantuvieron secos en el tubo a -20°C;
para su reduccibn se les agregé 150pl de solucion de 5mg/ml de
tricloroetilpiridina (TCEP) en 0.17M de citrato pH 3 y se mezcl6 hasta disolver. Se
dej6 incubar por 20 minutos a 65° C

La alquilacién se hizo agregando 4-vinilpiridina a una concentracion de
3pl/ml. Se taparon los tubos con papel aluminio con la finalidad de protegerlos de

la luz, se mezclaron y se incubaron de 15 a 20 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente los péptidos reducidos y alquilados se purificaron por
HPLC, equilibrando la columna a un porcentaje de 10% menor del amortiguador B

del porcentaje original de péptido eludido.

» Digestién de los péptidos con endopeptidasas.
La digestibn de los péptidos se realiz6 utilizando las endopeptidasas

comerciales de Boehringer Mannheim (la Tripsina modificada y la Quimiotripsina

grado secuenciacion), de acuerdo a las instrucciones de los fabricantes.
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RESULTADOS

* Identificaci6n de los organismos

La identificacién de las especies se realiz6 de la manera usual, que consistié
en revisar los caracteres morfolégicos externos que presentan las conchas, con la
ayuda del libro titulado American Sea Shell (R. Tucker Abbott, 1974) y un
microscopio estereoscopico. Para ello se tomé cada una de las conchas de los

organismos a los cuales se les extrajo el conducto venenoso.

Las caracteristicas morfol6gicas externas que presentaron las conchas fueron

las siguientes :

La longitud para la primera especie fue de un promedio de 6 cm ; presentd
de 10 a 12 espirales en la parte inferior de la concha y dos bandas de una

coloracién blancuzca.
Para la otra especie el tamaiio promedio fue de 8 cm, coloracién blanca con
un patrén de manchas en forma de cuadros de color café en una disposicién en

espiral y el color de la apertura es blanco.

Esto permiti6 identificar dos especies : Conus delessertii para el primer caso y

Conus spurius para el segundo caso (figura 3).
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* Purificacion y caracterizacién de las toxinas de la especie C. delessertii

Para esta especie, el veneno crudo fue obtenido de 4 conductos vVenenosos y
fraccionados por HPLC de fase reversa, en una columna analitica Vydac Cys (figura
7). Se observaron un gran ntimero de picos que absorben a 220nm, dos de los
cuales en conjunto representan aproximadamente el 15% del total de la
absorbencia de la fraccién eluida (indicados con las letras A y B en la figura 7).
Estos dos grandes componentes fueron repurificados usando la misma columna,

como se muestra en la figura 8.

* Secuencia de aminoacidos de los picos A y B, y espectrometria de masas

Los analisis de los feniltiohidantoin-aminoacidos por el principio de
degradacion de Edman (figura :estandar) dieron las secuencias indicadas en la
tabla II. La verificacién de la secuencia completa fue hecha por el analisis de
masas empleando LDMS. La observacion de los iones moleculares fue consistente
con la secuencia para ambos picos. (ver tabla IV : figuras 10 y 11). Asi, el péptido A
tiene 27 residuos de aminoacidos de los cuales 6 son cisteinas que estan en la
secuencia (C-C-CC-C-C), mientras que el péptido B estd constituido por 33
residuos de aminoacidos, 3 de ellos son hidroxilisinas y 8 de ellos son cisteinas en
el orden (C-C-C-CC-C-C-Q).
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¢ Determinaci6n de residuos de cisteina y puentes disulfuro

Para confirmar los residuos de cisteinas en las secuencias de los péptidos A
y B, se redujeron con TCEP a pH 3 y posteriormente se alquilaron con 4-
vinilpiridina, a una concentracién de 3ul/ml. Esto permiti6 ver los derivados
feniltichidantoin-cisteinas al momento de la secuenciacién y asi confirmar la

existencia de los residuos de cisteina en sus estructuras primarias.

Ademas se realizd una digestion del péptido B, utilizando dos
endopeptidasas tales como Glu-C y Quimotripsina con la finalidad de conocer la

conectividad entre los puentes disulfuro.

No se obtuvieron resultados que pudieran sugerir la conectividad entre los
residuos de cisteinas, ya que la endopeptidasa Glu-C al parecer no funcioné del
todo para este péptido. La recromatografia de los fragmentos obtenidos mediante
HPLC dio lugar a diminutos picos, debido a la escasez de material crudo, lo cual
impidi6 el anélisis posterior de la secuencia de los fragmentos. La Quimotripsina
dio igualmente, una serie de picos pequefios para el péptido B. Dos de ellos fueron
los mas grandes y prominentes; al momento de secuenciar los dos picos
mayoritarios, del primero de ellos solamente fue posible obtener los 13 primeros
aminoacidos resultado congruente con la especificidad de esta endopeptidasa
(corte esperado en Y-20 y E-15), mientras que el segundo pico de igual forma dio
los trece primeros aminoacido en su secuenciacién. Al parecer la enzima no cortd
el 100% de la muestra ya que el tiempo de retencién que se tuvo para este péptido

correspondi6 al mismo valor que cuando solamente fue repurificado después de la
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reduccion y alquilacion; el hecho de obtener los trece primeros aminoécidos

posiblemente se debi6 a la baja cantidad usada para la secuenciacién.

* Purificacién y caracterizacion de las toxinas de la especie C. spurius

El veneno crudo del caracol C. spurius fue obtenido por diseccién de un
conducto venenoso. Este veneno fue fraccionado de igual forma por HPLC de fase
reversa como se muestra en la figura 12 usando el protocolo preestablecido. Se
separaron un gran nGmero de péptidos mayoritarios del veneno. Del primero de
ellos, indicado con la letra C en la figura 12, se determiné la secuencia de
aminoacidos por el procedimiento estandar de degradaciéon de Edman. El analisis
dio 20 residuos de aminoéacidos (tabla V), con 5 posibles residuos de cisteinas a lo
largo de su estructura primaria con el siguiente arreglo (C-C-CC-C). El péptido fue
analizado por espectrometria de masas (figura 13) y el ion molecular observado no
fue congruente con la masa calculada a partir de la secuencia (tabla VI) debido a

que este Gltimo valor es 1406.7 unidades menor al ion molecular.

A diferencia de los péptidos obtenidos para la especie C. delessertii, la
secuencia parcial de este péptido se obtuvo del material sin repurificar, para evitar
pérdidas del escaso material disponible. Por esta misma razén no fue posible hacer

ningdn otro estudio sobre este péptido.
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Figura 7. Cromatograma obtenido mediante HPLC de fase reversa del veneno de
C. delessertii. Los péptidos fueron obtenidos utilizando un gradiente lineal de 1%

de solucién B por minuto. Las flechas A y B indican los péptidos que fueron
estudiados.
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Figura 8. Cromatograma donde se muestra la repurificacién de los péptidos A (a)
y B (b) del extracto original. Los péptidos repurificados se obtuvieron utilizando

un gradiente lineal de 1% de solucién B por tres minutos.
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Figura 9. Cromatograma que se muestra los estandares de los feniltiohidantoin-
aminoacidos (abreviatura de una letra), que sirvié para identificar cada uno de los

residuos de amino4cidos en los péptidos aislados.
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Tabla III. Secuencia de los péptidos extraido de C. delessertii

a) ACKOKNNLCAITYMAyCCSGFCLIYRC

b) DCOTSCOTTCANG(Kder)ECC(Kder)GYOCVN (Kder)ACSGCTHH

O= &-trans-hidroxiprolina, Kder = hidroxilisina y y= y- carboxiglutamato.

Tabla IV. Masa molecular obtenida por espectrometria de masas y calculada

matematicamente.
Péptido Valor por LDMS* Masa promedio calculada
(D) )
A 3091.2 3083.7
B 34941 3507.4

* Espectrometria de masas
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Figura 12. Cromatograma del extracto crudo de C. spurius, obtenido mediante
HPLC de fase reversa. Los péptidos fueron fraccionados utilizando un gradiente
lineal de 1% de solucién B por minuto. El péptido C indicado con la flecha fue al

que se le determin6 su estructura primaria.
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TABLA V. Secuencia del péptido purificado de C. spurius

CRTEGMSCTENNQQCCRSSC*

* Secuencia parcial

TABLA VI. Masa molecular del péptido C de C. spurius por espectrometria de

masas y calculada matematicamente.

Valor por LDMS* Masa promedio calculada
D) D)
3647 22403

* espectrometria de masas
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Figura 13. Resultado por espectrometria de masas del péptido de la especie C.
spurius.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El veneno proveniente del caracol marino cazador de gusanos Conus
delessertii contiene una variedad de péptidos de los cuales hemos aislado y

purificado dos, en el presente trabajo, que hemos llamado A y B.

Los estudios de Olivera (1990) han demostrado que la mayoria de las
conotoxinas contienen residuos de cisteina en una secuencia determinada, para
cada una de las clases estructurales, a excepcion de las conantoquinas. El péptido

A de C. delessertii presenta 6 cisteinas en el orden C...C....CC...C...C.
En la tabla VII, la secuencia del péptido A se comparé con toxinas de las
clases estructurales o, v, y 8-conotoxinas aisladas de otras especies, dado que estas

clases estructurales tiene el mismo patrén de cisteinas que dicho péptido.

Tabla VII. Comparacién del péptido A con otras conotoxinas.

Toxina Secuencia Carga Bibliografia
neta

A ACKOKNNL CAITYMAy CCyGF  CLIR C -3
oGVIA CKSOGSS CSOTSYN CCR-S  CNOYTKRCY +5 Olivera 1984
oMVIIA CKGKGAK CSRLMYD CCTGS CRS  GKC +6 Olivera 1987
8GmVA | VKPCRKEGQL CDPIFQN CCRGWNCVLF v +2 Shon 1994
8TxVIA |W CKQSGEM CNLLDQN CCDGY CIVLV ~ CT -2 Hillyard 1989
YTxVIIA CGGYSTY CyVvDSy CCSDN  CVRSY  CTLF S5 Fainzilber 1998
yPnVIIA |D CTSWFGR CTVNSy CCSNS CDQTY CyLYAFOS -5 Fainzilber 1996
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De esta comparacion surgen las siguientes caracteristicas :

(1) Los residuos de cisteinas siguen la misma secuencia en todas las clases
estructurales mostradas, con pequefias variaciones en el tamafio de las

asas, debido al niimero de residuos de aminoacidos intercisteinas.

(2) Hay una gran variedad de los aminoacidos en casi todas las posiciones

entre los residuos de cisteinas.

(3) Las w-conotoxinas son hidrofilicas y con predominancia de una carga
positiva neta, mientras que tanto las y-conotoxinas como las &-

conotoxinas son hidrofébicas y con una pequena carga negativa neta.

El péptido A comparte caracteristicas de estas tres clases estructurales ©, 8
Yy Y conotoxinas, pero presenta dos derivados del aminoacidos y-carboxiglutamato,

caracteristica que s6lo presentan las y—conotoxinas.

Por esta razébn se puede decir que este péptido pertenece a la clase
estructural de las y-conotoxinas, que juegan un papel importante como agonistas

de las corrientes cati6nicas tipo marcapaso (Fainzilber et al., 1998).

Se ha demostrado que la conectividad entre los residuos de cisteinas es la
misma para las clases estructurales o,yy 8 (I-IV,II-V y II-VI). Respecto a la
conectividad entre los residuos de cisteinas para el péptido A, esto no pudo
determinarse mediante el uso de enzimas proteoliticas, debido al poco material
disponible, posterior a los estudios de repurificacién, espectrometria de masas, asi
como el material utilizado para secuenciacién; en este Gltimo tipo de estudio se

ocupé material tanto puro como después de reducir y alquilar. No obstante el poco
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material sirvié para determinar la secuencia completa de este péptido (ver mas
adelante). Sin embargo se sabe que las diversas conotoxinas son sintetizadas a
partir de un polipéptido precursor de gran tamaiio y Woodward (1990) reporta la
existencia de una alta homologia en el precursor para las 3-conotoxinas y -
conotoxinas. Se ha sugerido que en la regi6n pro del precursor esta la secuencia
que modula el plegamiento especifico de la molécula y las conexiones entre los
residuos de cisteinas, para formar la toxina madura (Woodward et al., 1990) .
Aunque el precursor de este péptido no ha sido determinado, podemos predecir
que las uniones entre los puentes disulfuro seran similares a las de las o, y y &

conotoxinas.

Para corroborar la secuencia del péptido A, éste fue sometido a analisis por
espectrometria de masas, obteniéndose un ion molecular de 3091.2 D. Este peso
molecular es 7.5 D mayor que el determinado por calculos matematicos a partir de

1a secuencia obtenida.

Este resultado valida la presencia de dos residuos de y-carboxiglutamato en
el péptido, cuya identidad no quedaba absolutamente clara en la secuenciaci6n.
Durante la secuenciacién, en los pasos 13 y 16 no hubo incremento apreciable
correspondiente a ningtin otro aminoacido (excepto E). Esta misma observacién se
ha hecho en otros conopéptidos cuyas secuencias presentan residuos de y-

carboxiglutamato, quedando asi confirmada la secuencia propuesta para A.

Es por esto que propongo que el péptido A es una y-conotoxina, su
estructura primaria esta totalmente determinada y corresponde a la siguiente
secuencia ACKOKNNLCAITYMAYCCSGFCLYRC quedando ahora denominado
como DeVIIA siguiendo la nomenclatura propuesta por Gray y Olivera (1988).
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El péptido B fue procesado de igual forma que el péptido A. La
determinacion de su secuencia permiti6 hacer una asignacion de la siguiente

estructura primaria :

DCOTSCOTTCANG(Kder)ECC(Kder)GYOCVN(Kden) ACSGCTHH

La asignaciéon de los residuos derivados de lisinas en las posiciones 14, 18 y
25 de la secuencia se hizo con base a que en los pasos correspondientes a estas
posiciones durante la secuenciacién, se observé un pico que no correspondia a
ninguno de los aminoécidos naturales, ni a ninguna de sus modificaciones usuales,

presentes en las conotoxinas (hidroxiprolinas, y-carboxiglutamato ).

Para determinar la estructura quimica de estos tres residuos se procedi6 al
analisis por espectometria de masas del péptido, obteniéndose un ion molecular
de 3494.1 D. Este ion excede en 44.7 D al ion que se derivaria si los residuos 14, 18
y 25 fuesen lisinas (3449.4 D determinado matematicamente), lo que sugiere la

posible hidroxilacién del residuo lisina en estas tres posiciones,

El ion molecular obtenido para el péptido B (3494.1D) es tan solo 13.3D
menor que el calculado matematicamente al considerar a los residuos de lisina
hidroxilados (3507.4 D). Recientemente, en el laboratorio del Dr. Olivera, se ha
preparado el derivado hidroxilado de lisina, y su tiempo de retencién en las
condiciones de secuenciacion es igual con el observado en los picos
correspondientes 14, 18 y 25 de nuestra secuenciacién. Es la primera vez que este
tipo de modificacion se detecta en conotoxinas, y su presencia aumenta la lista de

residuos modificados en estos compuestos.
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El péptido B es muy novedoso, no s6lo por presentar residuos de derivados
de lisina, sino ademas por presentar 8 residuos del aminoacido cisteina. La
distribucién de éstos a lo largo de la cadena peptidica es parecida a la de las
o, 8 y y-conotoxinas, pero su conectividad no estad determinada. En todo caso, de
estar involucrados los 8 residuos de cisteinas en la formacién de 4 puentes
disulfuro, podria considerarse al péptido como el primero de una nueva clase

estructural de conotoxinas (g-conotoxinas).

Pese a que existen diferencias en los pesos moleculares calculados
matematicamente con los obtenidos por espectrometria de masas para ambos
péptidos ( A y B), se reitera que la estructura primaria para ambos péptidos esta
completa, debido a la cer;idumbre de los PTH-aminoécidos al momento de
secuenciar; la diferencia posiblemente se deba a una mala equilibracién del equipo
(espectrémetro de masas). También cabe mencionar que los estudios realizados
para los péptidos A y B fueron hechos en la Universidad de Utah, EUA, durante

mi estancia de investigacion, bajo la asesoria del Dr. Baldomero Olivera.

Posterior al regreso de la estancia se iniciaron los estudios en México,
realizandose los primeros ensayos con la especie C. spurius como se menciona a

continuacion,

El fraccionamiento del veneno crudo para la especie C. spurius se realizé
con un solo conducto venenoso ya que no habia mas especimenes disponibles. El
veneno de esta especie es extremadamente complejo, estando constituido por un
gran namero de péptidos como se puede observar en la figura 12. Debido a la poca
cantidad de veneno fraccionado, sélo fue analizada una toxina y su estructura

primaria fue la siguiente :

CRTEGMSCTENNQQCCRSSC
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Al comparar el peso molecular determinado matematicamente (2240.3 D) de
la secuencia hasta ahora obtenida, con el proveniente del analisis por LDMS
(3647.0 D), se determina que esta secuencia es parcial y faltarfa obtener la

identidad de aproximadamente 12 aminoacidos.

Este péptido podria entrar dentro de la clase farmacolégica de las o-
conotoxinas las cuales bloquean canales de calcio presinapticos o de las 8-
conotoxinas que agonizan canales de sodio ya que presenta hasta ahora 5 posibles

residuos de cisteina.

Dentro de las estrategias que se tienen contempladas para completar la
secuencia de este Gltimo péptido, esta la obtencién de un mayor niimero de
ejemplares de esta especie ( alrededor de 5), con la finatidad de obtener una mayor
muestra correspondiente al mismo valor de tiempo de retencién que se obtuvo
para éste; posteriormente se realizaran estudios de reduccién y alquilacién, de
digestion con endopeptidasas tales como la elastasa y la tripsina, por su gran
afinidad de hidrolizar residuos de aminoacidos neutros (Serina) y bésicos
(Arginina), respectivamente; también seria atil hacer estudios de cuantificacion de

aminoéacidos.

Por otro lado también se tiene contemplado dentro de las estrategias,
establecer bioensayos de tipo electrofisiolégico (con la finalidad de evaluar
nuestros conopéptidos) en neuronas aisladas del caracol de jardin Helix aspersa,
dado que en este modelo se tiene muy bien caracterizado tanto las neuronas que se
disecan asi como el tipo de receptores y/o canales iénicos que presentan (Akaike
et al., 1978, Standen 1981,Kerkut et al., 1975).
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