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RESUMEN

Los caracoles predadores Conus producen un veneno distintivo y complejo
formado principalmente por péptidos. En los tltimos veinticinco afios se han estudiado
los venenos de diferentes especies de Conus, principalmente de la region del
Indopacifico. En este trabajo se realizé la caracterizacion bidquimica de algunas toxinas
extraidas de la especie Conus austini, recolectada en el Golfo de México, y se evalud el
efecto toxico de los péptidos purificados en diferentes organismos —ratones, moluscos y
peces-. También se identifico la alimentacion de C. austini, que consistié de gusanos
poliquetos.

Se purificaron 5 péptidos del veneno de C. austini por HPLC, denominados: as7a,
asB, asl4a, asl4b y aslSa. Se determiné su estructura primaria mediante reduccion y
alquilacion, composicion de aminoacidos y secuenciacion automatica de Edman. Se
obtuvo su masa molecular (por espectrometria de masas). Las secuencias obtenidas

fueron:

Péptido | Secuencia de aminoacidos

as15a |CKCPSCNFNDVTENCKCCIFRQP&

asB | SLYSOWKgKMyyAAGG...

as7a | TCKQKGEGCSLDVyCCSSSCKPGGPLFDFDC

as14a GGVGRCIYNCMNSGGGLNFIQCKTMCY

as14b | RWDVDQCIYYCLNGVVGYSYTECQTMCS&

Se utiliz6 la nomenclatura estandar para los aminoacidos. y= gamma-carboxiglutamato. O= hidroxiprolina.

&= extremo carboxilo amidado.

La conotoxina asl5a presentd un nuevo patrén en los residuos de cisteinas: C-C-
C-C-CC y provoco paralisis en el sistema nervioso central de ratones, después de su
inyeccion intracerebral. De igual forma, dos toxinas -asl4a y asl4b-, provocaron
alteraciones en la conducta de ratones y tuvieron un patron de cisteinas que no habia sido

encontrado en caracoles vermivoros (la secuencia C-C-C-C).



El péptido asB no presentd cisteinas, pero presentd otras modificaciones

postraduccionales: 3 residuos de gamma-carboxiglutamato y uno de hidroxiprolina.

Por ultimo, se caracterizo un péptido (as7a) similar a las gamma-conotoxinas. Es la
segunda toxina de esta familia que se caracteriza de un caracol vermivoro. Este péptido
causé sintomas toxicos en un molusco (contraccién del pie muscular), y no provoco

actividad biolégica aparente en vertebrados (ratones y peces).



ABSTRACT

Venomous creatures, such as cone snails, produce and secrete venoms to defend
themselves and to capture prey. Venom of the Conus genus is a rich source of
biochemically active peptides. The majority of conopeptide characterized to date has
been isolated primarily from Indopacific species. In this work, as the first stage of a
systematic characterization of components of the venom of Conus austini, a vermivorous
cone snail collected in the western Gulf of Mexico, Mexico, five novel conotoxins,
named as7a, asB, asl4a, asl4b and aslSa, were isolated by HPLC and biochemically
characterized. Also the purified toxins were injected in different animals—mice, fishes and

molluscs-, to define the biological effects of the purified toxins.

The amino acid sequence of the purified peptides were determined by automatic
Edman sequencing after reduction and alkylation. In some cases, amino acid composition
was made. The molecular masses of the native peptides were determined by MALDI-

TOF mass spectrometry. The results are summarized in the next table:

Peptide | Amino acid sequence*

asl5a |CKCPSCNFNDVTENCKCCIFRQP&

asB | SLYSOWKyKMyyAAGG...

as7a | TCKQKGEGCSLDVYCCSSSCKPGGPLFDFDC

aslda GGVGRCIYNCMNSGGGLNFIQCKTMCY

asl4b | RWDVDQCIYYCLNGVVGYSYTECQTMCS&

*Standard nomenclature was used to define amino acid. y= gamma-carboxyglutamate. O=
hidroxyproline. &= amidation.

Peptide asi5a showed a new six cysteine pattern for conotoxins: C-C-C-C-CC.
The injection of asl5a in mice caused paralytic symptoms. Also, the intracerebral
injection of peptides asl4a/b in mice provoked behavioral distress and presented a new

cisteyne framework for vermivorous cone snails (i.e., C-C-C-C).
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On the other hand, peptide asB presented 3 gamma-carboxyglutamate residues

and one hydroxyproline, and no cysteines.
Peptide as7a showed six cysteine residues arranged in the pattern that defines the

gamma-conotoxin family. The purified peptide elicited toxic effects in a mollusc after

intramuscular injection, but it had no effect when injected into mice and fishes.

11



I. INTRODUCCION

- Los caracoles predadores del género Conus (Gnico genero de la familia Conidae),
producen un veneno distintivo, complejo y formado principalmente por péptidos. El
veneno es el arma principal usada por estos moluscos carnivoros para capturar su presa y
tamb‘ién se cree que es usado con propdsitos defensivos y competitivos (Olivera & Cruz,
2001; Olivera, 2002). Los primeros péptidos de Conus fueron aislados y caracterizados
hace mis de dos décadas (Clark et al., 1981; Gray et al., 1981; Olivera et al., 1984,
1985a,b), y la investigacion sistematica de sus toxinas ha continuado a pasos acelerados
desde entonces. De manera general, el veneno de cada caracol Conus esta constituido
principalmente por péptidos, que han sido denominados conopéptidos 0 conotoxinas, los
cuales ejercen una amplia gama de efectos biologicos en diferentes organismos. Hasta el
momento, s¢ han caracterizado las secuencias de amitnoacidos de mas de 100

conotoxinas, correspondientes a diferentes familias (Apéndices 1y 2).

Una caracteristica comin de las conotoxinas es la presencia del aminoacido
cisteina a lo largo de su estructura primaria, que permite de forma general la formacion
de puentes disulfuro usualmente con dos, tres o cuatro espacios intercisteinas. Las toxinas
de escorpiones, serpientes y cnidarios siguen una tendencia similar con respecto a los
componentes de su veneno: conservacion de la secuencia de puentes disulfuro y variacion
de aquellas secuencias de los péptidos que estan expuestas en la superficie de la molécula
(Dauplais et al., 1997). De esta forma, los puentes bisulfuro le aportan una gran
estabilidad y rigidez a las toxinas de Cormus y otros animales, y con sofo algunos cambios
en los residuos intercisteinas, se puede lograr que el péptido tenga efecto un blanco

biolégico diferente.

Ademas, las toxinas de [os Conus presentan cominmente una alta proporcion de
aminoacidos modificados postraduccionalmente. Algunas de estas modificaciones son
relativamente comunes, como la amidacion del carboxilo terminal y la formacién de
puentes disulfuro, y pueden ser encontradas en organismos diferentes del grupo Conus.

No obstante, las conotoxinas tienen ta densidad de puentes disulfuro mas alta conocida en

12



cualquier sistema biolégico (Terlau & Olivera, 2004). Por lo tanto, la identificacién de
los residuos de cisteina en una conotoxina es un paso clave para la caracterizacién

bioquimica del péptido.

Otras modificaciones menos frecuentes que han sido identificadas en conotoxinas
incluyen la y-carboxilacion del glutamato, la sulfatacién de los residuos de tirosina, la
bromacion del triptéfano, la O-glicosilacion de la serina y la treonina, la ciclizacién N-
terminal de la glutamina y la hidroxilacion de la prolina (Craig et al., 1999a). Todas estas
modificaciones aumentan la complejidad estructural de las conotoxinas. Sin émbargo,
todos los conopéptidos son traducidos a través del mecanismo nbosomal convencional, y
el mRNA que codifica cada péptido puede ser identificado en el conducto venenoso
(Colledge et al., 1992). De manera detallada, los péptidos de Cormus son traducidos
inicialmente como prepropéptidos precursores. La organizacion candnica de los
precursores de los conopéptidos consiste de una secuencia sefial tipica en el extremo N-
terminal (la region “pre”), seguido por una region intermedia (la region “pro”), y
finalmente se encuentra la region de la toxina madura en el extremo carboxilo. El
rompimiento proteolitico del precursor para generar la toxina funcional final es un paso

obligatorio en la maduracion de los péptidos de Conus caracterizados a la fecha.

Durante 50 millones de afios de evolucion, los péptidos de Comus han sido
optimizados para afectar las vias criticas de las sefales del sistema nervioso de peces,
moluscos o gusanos que constituyen sus presas. Las conotoxinas alcanzan sus blancos:
canales i6nicos, receptores superficiales celulares y transportadores, con una selectividad

y afinidad muy altas (Olivera, 2002).

1. ASPECTOS BIOLOGICOS Y ECOLOGICOS DE LOS CARACOLES Conus

La mayor parte de los estudios ecoldgicos sobre caracoles Conus ha sido realizada
por Alan Kohn (Universidad de Washington) desde Jos afios S0 hasta la fecha, y se ha

enfocado en la region del Indopacifico tropical, en ambientes de arrecifes coralinos y

13



bancos intermareales. La informacion siguiente corresponde a una sintesis de sus trabajos
(Kohn 1956; 1959; 1967; 1971; 1983; 1997; 2001; Kohn et al., 1960; Kohn & Nybakken,
1975; Kohn & Perron, 1994):

El género Conus agrupa mas de 500 especies y su distribucién estd limitada a los
tropicos en ambos hemisferios. Las Ginicas excepciones son C. californicus, que habita las
costas de Baja California Norte, en México, y California, en los Estados Unidos de
América, y C. ventricosus, que se localiza en el Mar Mediterraneo. El mayor nimero de
especies (>300) se localiza en la regién del Indopacifico tropical. Esta regién se extiende
desde las Islas Marquesas e Islas Hawaianas, en el este, y se extiende a través de las
cuencas del Océano Pacifico Tropical, y del Océano Indico, hasta el Mar Rojo y Golfo
Pérsico. La diversidad en esta zona es muy alta, y en un arrecife pueden coexistir méas de
30 especies de Conus (Kohn, 2001).

De las especies de Conus del Indopacifico estudiadas por Alan Kohn (~150), mas
del 75 % habitan arrecifes coralinos a profundidades menores de 20 m. El resto de Jas
especies viven en bancos marinos intermareales. Estos dos ambientes, iluétran
condiciones ambientales contrastantes (Kohn 1959, 1967, 1971, 1983, 1997). Los bancos
intermareales son ambientes topograficamente uniformes, sujetos a condiciones fisicas
severas: desecacidn durante la marea baja, y accion del oleaje durante [a marea alta. En
contraste, los arrecifes coralinos son ambientes sumergidos, fisicamente mas estables y
topograficamente méas complejos, porque son un mosaico heterogéneo de diferentes tipos
de sustrato, que incluye arenas calcireas, arrecifes rocosos, coral vivo y muerto, algas
calcareas y no calcéreas, asi como combinaciones intermedias de estos tipos, Jo que

permite diferentes habitats para los caracoles.

Con respecto a la alimentacion de los conos, las observaciones de campo, el
mantenimiento en cautiverio y el estudio microscépico de los restos del contenido
estomacal de diferentes especies han permitido descubrir la dieta de muchas de ellas
(Kohn & Nybakken, 1975).

14



De esta forma, los caracoles Conus son divididos en tres grupos, de acuerdo al tipo
de presa. El grupo mas grande corresponde a Jas especies vermivoras (~80 %), que cazan
.una amplia diversidad de gusanos poliquetos, aunque algunas especies también atacan
hemicordados y equiuroideos. El segundo grupo son los caracoles molusquivoros (~10
%), que atrapan caracoles de otras especies, incluidos otros conos. El tercer grupo se

alimenta de peces (~10 %) (Kohn, 1956; Olivera et al., 1990).

El patrén que surge de los estudios es que las especies que cohabitan comen presas
diferentes, y aquellos con dietas similares ocupan habitats o microhabitats diferentes. Con
pocas excepciones, cada especie de Conus caza de 2 a 10 (o mas) especies diferentes de
acuerdo con su grupo de alimentacion (peces, moluscos o poliquetos). Los factores
asociados al sustrato y al microhabitat también pueden determinar la distribucién de
algunas especies (Kohn, 1997). Por otra parte, los gasterépodos —el grupo Conus
incluido-, puede tener como depredadores otros moluscos, crustaceos y peces (Floeter &

Soares-Gomes, 1999; Trussell & Etter, 2001; Olivera, 2002).
2. ASPECTOS BIOLOGICOS Y ECOLOGICOS DE Conus austini

La especie Conus austini fue descrita por Rehder & Abbott, en 1951, y ha sido
reportada en diferentes localidades del Golfo de México: Florida, Alabama, Texas;
Tamaulipas, Tabasco y Banco de Campeche. También ha sido localizada en el Mar
Canbe: Colombia, Antigua, Surinam (Rehder & Abbott, 1951; Abott, 1974; Coomans et
al,, 1981). La maxima profundidad en que ha sido recolectada la especie es de 180 m. La
poblacién estudiada de C. austini en este trabajo fue recolectada frente a las costas de

Tamaulipas a profundidades de 50-90 m (Fig. 1).
En la plataforma continental de Tamaulipas, los sedimentos que predominan son

lodos terrigenos, que provienen de los diferentes rios que desembocan en el Golfo de

Meéxico (De la Lanza-Espino, 1991; Escobar-Briones & Soto, 1997).

15
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La diversidad de Conus en la plataforma continental de Tamaulipas es baja, y todas
las especies son vermivoras. En la zona litoral se han registrado unicamente las especies

C. mus, C. spurius y C. delessertii (Pérez-Rodriguez, 1997). En la parte alejada de la

Figura 1. Zona de recolecta de C.
austini  (marcada con negro).
Predominan los sedimentos
compuestos por gravas y arenas en
la zona costera, seguidos por lodos
limosos y arcdlosos a mayores
profundidades. Los sedimentos
provienen de las lagunas costeras y
rios aledafios a la plataforma de
Tamaulipas (Tomado de Escobar-
Briones & Soto, 1997).

costa, la diversidad de Conus esta representada sélo por C. austini (este trabajo).

La especie C. austini alcanza una longitud méxima en la concha de 7 cm, de color
blanco, mientras que el periostracum (la capa orgéanica que la recubre) es de color

amarillo o café. La concha presenta un patron caracteristico de marcas transversales y

egpirales en los costados, y un 4pice pronunciado (Fig. 2A).
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La alimentaciéon de C. aqustini fue identificada en este trabajo, la cual consistié de
gusanos poliquetos. En la figura 2B se muestra los restos de una queta, estructura

caracteristica de estos gusanos.

Figura 2A. Conus austini Rehder & Abbott, 1951. La barra representa 1 cm. Fig.
Figura 2B. Fotografia microscdpica de una queta obtenida en el contenido estomacal
de C. austini. La escala corresponde con 50 pum.

Mas de 10000 especies han sido identificadas a la fecha, correspondientes a 83
familias (Fauchald, 1977; Snelgrove et al., 1997; Hutchings, 1998). El nimero de
especies y de individuos de poliquetos presentes en un habitat estan influenciados por el
tipo de sedimento (Etter & Grassle, 1992), regimenes de salinidad (Stephenson et al.,
1979), perturbaciones historicas (Gray, 1997), contenido de materia orgéanica,
asociaciones microbiales y disponibilidad de alimento (Snelgrove & Butman, 1994).

Se ha tdentificado una alta diversidad de gusanos poliquetos en la plataforma de
Tamaulipas. Delgado-Blas en el 2001, reportd 88 especies de poliquetos pertenecientes a
33 familias, recolectados de fondos arenosos. La poca heterogeneidad ambiental, y la
diversidad y abundancia de poliquetos en esta zona, probablemente determina en gran

rnedida que se presenten pocas especies de Conus, todas ellas vermivoras.
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3. APARATO VENENOSO DE CONUS

Los caracoles Conus son animales lentos (Fig. 3A), en contraste con peces,
gusanos u otros caracoles que pueden ser mas veloces. Por lo tanto, han desarroliado
diversas adaptaciones para detectar, emboscar y capturar sus presas en su ambiente
natural. Los caracoles cazan de noche. Cuando olfatean una presa por medio del osfradio
(6rgano olfativo localizado en el sifon, y considerado el mas desarrollado de todos los
gasteropodos), los conos extienden 1a proboscide, en cuya punta se encuentra colocado
un diente radular. El diente es insertado en el cuerpo de la presa/depredador, y el veneno

es inyectado (Kohn, 1956; Halstead & Halstead, 1988).

Se considera al aparato venenoso de los caracoles Conus como una de las
estructuras anatomicas mas complejas y sofisticadas para inyectar un veneno. El aparato
venenoso (Fig. 3B), consiste de un conducto, donde el veneno es sintetizado y
almacenado; un bulbo muscular, que se cree transfiere el veneno desde el conducto hacia

la probéscide y, lo méas sorprendente, un diente en forma de arpén que sujeta a la presa y

sirve también como una aguja hipodérmica para inyectar el veneno (Fig. 3C).

La produccion e inyeccion del veneno de Conus involucra 3 pasos:

1) Sintesis, procesamiento y empaque de las toxinas peptidicas en el conducto.

2) Generacidn y almacenaje de los dientes radulares en el saco radular, y Ja transferencia

de un solo diente a la punta de la probéscide.

3) Insercion final del diente y la inyeccion del veneno (Halstead & Halstead, 1988).

18



Proboscide

Pie
muscular

Bulbo

!

Conducto

Dientes
x radulares

Figura. 3A. Caracol Conus en vista lateral; el
esquemna inferior enfatiza el pie muscular, que
le sirve para desplazarse.

Figura 3B. Aparato venenoso esguematizado
de los caracoles Cornus.

Figura 3C. Dientes radulares.
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4. CLASIFICACION Y FARMACOLOGIA DE LAS TOXINAS DE Conus

Aunque se estima que pueden existir mas de 50 000 secuencias (nicas en los
venenos de Corus, estos péptidos pueden ser clasificados en dos categorias principales:,
1) péptidos que presentan varias cisteinas, reteridos como “conotoxinas”; 2) aquellos
péptidos (que han sido minoria), con ninguna o sélo un par de cisteinas, refendos como
“conopéptidos” (Terlau & Olivera, 2004). En este trabajo de tesis se utilizara el término

de conotoxina para designar cualquier péptido extraido del veneno de Conus.

Para nombrar los péptidos de C. austini, se utilizd el sistema de clasificacién para
las conotoxinas de Olivera y Cruz (2001). En este sistema, cuando se designa el nombre
de una conotoxina (por ejemplo, @-conotoxina MVIIC), la letra griega designa su accidn
farmacolégica (es decir, canales de calcio). Un codigo de una o dos letras designa a la
especie de Conus (La M designa a la especie C. magus), mientras que un ndmero romano
indica su patron de cisteinas (en este caso, el patron VII); por ultimo, se coloca una letra
mayuscula que designa la variante del péptido. Si la conotoxina no tiene el blanco
farmacolégico identificado (por ejemplo, tx9a), se utiliza el criterio anterior, pero se

utilizan letras minusculas y se designa el patrén de cisteinas con un nimero arabigo.

Para péptidos con el mismo blanco farmacoldgico pero diferente patrén de
cisteinas, se usa una letra mayuscula después de la letra griega para designar una familia
diferente (por ejemplo, o y @A, x y kA). Por otro lado, los péptidos que no presentan, o
solo tienen un puente disulfuro (que son los menos diversos y han sido encontrados en
pocas especies), se les da un nombre dado de acuerdo a su blanco de accién o por alguna
caracteristica especial del compuesto, seguido por la letra mayuscula de la especie (por
ejemplo, conopresina-S, de C. striatus, que act(ia a niveles de receptores de vasopresina;
el nombre conantoquina-G, de C. geographus, se denva del vocablo filipino conantokin,
que significa suefio, por la actividad biolégica que produce en el sistema nervioso de

ratones).
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Las toxinas de Conus han sido divididas ademas en superfamilias y familias. Los

miembros de una superfamilia tienen una secuencia sefial conservada altamente en sus

precursores, y los de cada familia tienen en comun la secuencia de residuos de cisteina en

los péptidos maduros y un blanco farmacolégico similar (Tabla 1).

Tabla 1. Superfamilias y familias de conotoxinas.

Super- Arreglo de Familia Actividad Ejemplo

familia cistefnas farmacolégica

A cc-CC o Antagonista R. ACh nicotinico a-GI
cec-c-c-C aA Antagonista R. ACh nicotinico a-SII
cc-C-CcL-C aA Antagonista R. ACh nicotinico aA-EIVA
Ccc-L-C-C-C KA Bloqueador canal K¥ AV xA-SIVA

? CC-C-C p Antagonista R. adrenérgico 0.1 p-T1A

T ccCcC 1(6¢€) Bloqueador canal Ca2* presinaptico e TxIX
C-C-CPC 1 {6 1) Inhibidor transportador NA % -Mrl

¢} c-CcLC-CL @ Bloqueador canal Ca2* AV o-GVIA
cL0ee-C Bloqueador canal K* AV «-PVIIA
c-c-ceL-c Retrasa inactivacibén canal Na* AV 5 TxVIA
cCccccC po Bloqueador canat Nat AV nO-MrVIB

? c-cce-cC Y Modulador cenal marcapaso y-PnVIIA

M CCc-C-C-CC M Bloqueador canal Na* AV w-GIITA
CCc-c-CcCC W Antagonista R. ACh nicotinico Wy PIUE
cc-c-cLc KM Bloqueador canal K* AV kM- RITIK
CCCc-CCC No asignada Bloqueador canal Na* AV Vx2

P c-c-cLCcC Espasmédicos ? gm9a, txBa

I c-c-Cc-Le-cC Excitatorios ? rlla, r1lb
c-c-Lce-ce-c-c xl Modulador canal K* AV Tipo BK «I-BtX

S ceecececCe oo Antagonista R. 6-HTs a-GVIIIA

? C-LLC-CLCLLLLL s Antagonista R. ACh nicotfnico aS-RVIIA
cC Conopresinas Agonista R. vasopresina RPG Conopresina-S
cC Contrifanos Modulador canal K* Tipo L Contrifane-R
No cisteinas Conantoquinas  Antagonista R. NMDA Conantoquina-G
No cisteinas Contulaquinas  Antagonista R. neurotensina Contulaquina-G
No cisteinas Conorfamidas ? Conorfamida Srl

R= receptor; ACh= acetilcolina; AV=activado por voltaje; NA= noradrenalina, 5-HT,= 5-

hidroxitriptamina; RPG= Receptor acoplado a proteinas G, NMDA= N-metil-D-aspartato. 7 = no
descubierto. '
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Basados en estos principios, se han descubierto 7 superfamilias (Tabla 1). Una
superfamilia puede tener varias familias con actividades farmacolégicas distintas:
superfamilia A (a-,0A-xA- y p-conotoxinas); superfamilia T (1- y yx-conotoxinas);
superfamilia O (w-,k-,8- y pO-conotoxinas); superfamilia M (p-, kM- y y-conotoxinas);
superfamilia P (conotoxinas espasticas), superfamilia I (péptidos excitatorios);
superfamilia S (o y oS-conotoxinas). Algunas otras superfamilias no han sido designadas

e incluyen las conopresinas, conantoquinas, contulaquinas, contrifanos'y conorfamidas.

Asi como existe una gran diversidad en las superfamilias y familias de las toxinas
de Conus, una gran variedad de blancos farmacolégicos han sido identificados,
incluyendo muchos canales idnicos activados por voltaje y por ligando y receptores
acoplados a proteinas G. Las familias de péptidos dentro de la superfamilia A incluyen
las a-conotoxinas y las aA-conotoxinas, arsbas antagonistas de los receptores nicotinicos
de acetilcolina (Hopkins et al., 1995; Martinez et al., 1995); también se encuentran las
kA-conotoxinas, que bloquean los canales de potasio sensibles a voltaje (Craig et al.,
1998). En la superfamilia M existen las p-conotoxinas, que bloquean los canales de sodio
sensibles a voltaje. También estan las y-conotoxinas, antagonistas no competitivos de
receptores de acetilcolina nicotinicos. La superfamilia O ha sido la mas diversa en
términos de funciones farmacoldégicas. Los miembros de esta familia incluyen las o-
conotoxinas, que bloquean los canales de calcio sensibles a voltaje, las pO-conotoxinas,
que bloquean canales de sodio de células sensibles a voltaje y las k-conotoxinas; que

bloquean canales de potasio activados por voltaje (McIntosh & Jones, 2001).

S. ACTIVIDAD FISIOLOGICA DE LAS CONOTOXINAS

Como grupo, los caracoles Conus son especialistas en neurofarmacologia. Para
lograr el efecto fisiologico deseado en la presa inyectada, predador o competidor,
multiples conopéptidos actian en una forma conjunta. El termino “camarilla de toxinas”
ha sido aplicado a un conjunto de conopéptidos que actian coordinadamente para lograr

un efecto fisioldgico paralitico.
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El analisis sistematico de los componentes del veneno de caracoles piscivoros,
principalmente de la especie C. purpurascens, definié la presencia de dos diferentes
camarillas de toxinas en el veneno (Shon et al., 1995; 1997; 1998b), cuyos efectos son

separables tanto en tiempo como en espacio.

El primero es un choque excitotéxico que causa fa inmovilizacién inmediata de la
presa inyectada; los componentes toxicos incluyen péptidos que inhiben la inactivacion
del canal de sodio activado por voltaje, asi como también péptidos que bloguean canales
de potasio activados por voltaje. De esta forma, se realiza una despolarizacién masiva de
los axones en la vecindad inmediata del sitio de la inyeccion, causando un efecto simiar

a una “electrocucion” en el pez (Olivera, 2002).

El segundo efecto fisiologico consiste en la total inhibicién de la transmisién
neuromuscular, en sitios remotos del sitio de la inyeccion. Los péptidos que realizan esta
accidn solo se han encontrado en los venenos de conos piscivoros, e incluyen péptidos
que inhiben canales de calcio presinapticos que controlan la liberacién de
neurotransmisores, asi como a canales de sodio que intervienen en la generacion del

potencial de accién muscular (Terlau & Olivera, 2004).

Se desconoce si los componentes de los venenos de los conos mofusquivoros y
vermivoros también ejercen la accion combinada para lograr una paralisis mas potente y
rapida de la presa. Hay que tener en cuenta que los peces son presas rapidas que
requieren de igual forma una paralisis rapida, a diferencia de moluscos y poliquetos, que
pueden ser de movimientos mas lentos, o como ciertos gusanos poliquetos, estaticos (por
ejemplo, familia Sabellidae (Olivera, 2002; Terlau & Olivera, 2004)). No obstante, cada

péptido tiene un efecto bioldgico especifico en un blanco de manera independiente.

Las conotoxinas que tienen actividad en canales idnicos han sido ampliamente
estudiadas. De esta manera, tres diferentes familias de péptidos de Conus son conocidas
por enlazarse a canales de Na' sensibles a voltaje: las p- conotoxinas, que son

bloqueadoras del canal; las uO- conotoxinas, que inhiben la conductancia del canal de
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sodio, y las 0- conotoxinas que retrasan o inhiben la inactivacién rapida del canal de

sodio.

Los péptidos de Conus que se enlazan a canales de K* activados por voltaje apenas
comienzan a caracterizarse, dos péptidos, xk-PVIIA y kMRIIIK han sido investigados en
considerable detalle (Shon et al., 1997; Ferber et al., 2003). Un aspecto contrastante entre
péptidos que bloquean canales de K* y aquellos que bloquean canales de Na* es que los
péptidos de Conus enlazados a canales de Na* parecen estar ampliamente conservados en

un amplio rango de especies de conos.

Las toxinas mejor caracterizadas han sido las - conotoxinas, que bloquean canales
de Ca* activados por voltaje. Por ejemplo, »-GVIA es el péptido de Conus
probablemente mis usado en la neurociencia; mas de 2000 publicaciones en la literatura
muestran el uso de ©-GVIA como una herramienta farmacolégica, primariamente para
inhibir la transmisién sinaptica. A la fecha, las ®-conotoxinas han sido identificadas
principalmente en caracoles piscivoros, aunque también los conos molusquivoros
presentan algunas toxinas, y probablemeénte Jos conos vermivoros han desarrollado un

repertorio de péptidos que se enlazan a canales de Ca" activados por voltaje (Jones &
Bulaj, 2000; Livett et al., 2004).

Una familia de conopéptidos bastante estudiada ha sido las o-conotoxinas, que
tienen como blancos selectivos diversos subtipos del receptor nicotinico, tanto muscular
como neuronal (Santos et al., 2004). Algunas o-conotoxinas tienen un gran uso como

ligandos selectivos en las neurociencias basica o con potencial para el desarrollo clinico
(Tabla 2). '

Determinar el blanco molecular en el que actia una conotoxina no es una tarea
facil, dada la gran diversidad de funciones farmacolégicas que han mostrado. Por (o
tanto, Ja evaluacidén bioldgica de los componentes de un veneno puede iniciarse desde su
iyeccidén directa en un organismo. En el caso de las conotoxinas, para evaluar la

actividad biologica de los péptidos se ha usado el ensayo de la inyeccion intracraneal de
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los péptidos purificados en ratones, debido a que se puede obtener indicios rapidos de
actividad tdxica en el sistema nervioso central de un vertebrado, y en algunas ocasiones,

del canal o receptor idnico en el que estian actuando (Olivera et al., 1999).

- Para la evaluacion farmacolégica de diferentes conotoxinas también se han
utilizado preparaciones biolégicas de tejidos aistados de diferentes especies de
vertebrados, por ejemplo ileon de cobayo, muisculo de rana, masculo cardiaco de rata,
entre otros. Cada una de estas preparaciones presenta diferentes canales i6nicos activados
por ligando o voltaje, y mediante el uso de agonistas o antagonistas se trata de precisar el

mecanismo de accion del compuesto evaluado.

Dado que la funcién del veneno de los caracoles del género Conus es la de
inmovilizar y matar a sus presas, el blanco de accidn principal de las conotoxinas recae
en los canales idnicos de membranas que transmiten las sefiales quimicas y eléctricas, o
en los receptores que los modulan (Terlau & Olivera, 2004). Para determinar el canal
16nico en el que actia la conotoxina, las técnicas electrofisioldgicas constituyen la
herramienta mis sensible. Se ha extendido el uso de ovocitos de Xenopus laevis,
transfectados con un canal idnico particular, conectados por medio de elcctrodoé a un
sistema de registro; a estas células se les agregan las toxinas, y si existe un cambio
particular en el flujo de iones se puede determinar el mecanismo de accion del veneno o

la fraccidn evaluada.

La diversidad en In: blancos de accion de las conotoxinas estd asociada con un
proceso de duplicacién de Joci muy répido y una divergencia sin precedentes (Duda &
Palumbi, 1999; Duda et al,, 2001; Duda & Kohn, 2005). Ademas, se postula que [as
conotoxinas estan bajo fuerte seleccidn genética en respuesta a variaciones en la
disponibilidad de un tipo de presas a través del tiempo, es decir, se presenta una “lucha
estratégica (arms race)” entre las conotoxinas y los receptores de las presas. La
coevolucion del depredador y la presa pueden generar fuerzas evolutivas similares a las
que tienen los hospederos-patdgenos, y puede proveer de los mecanismos por los que loci

genéticos ecologicamente relevantes se diversifican rapidamente (Duda et al., 2001).
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II. ANTECEDENTES

Las primeras investigaciones de los componentes activos de los venenos de Conus
fueron motivadas por los reportes médicos de las personas que sufrieron picaduras,
algunas de ellas mortales, de algunas especies de Conus de la region del Indopacifico

(Halstead & Halstead, 1988; Cruz & White, 1995).

Los trabajos pioneros en la toxicologia de Conus fueron hechos por Endean y
colaboradores (Endean & Rudkin, 1963; 1965), quienes evaluaron el efectb de los
venenos crudos de una gran variedad de especies de Conus en diferentes animales (peces,
gasteropodos y poliquetos). Encontraron que existe selectividad de los venenos totales de
Conus hacia el grupo de presas. No obstante, las interacciones detalladas entre una sola
especie de Conus y los otros animales en su ambiente son en Su mayor parte
desconocidos; de esta forma, el espectro bioldgico que se encuentra en cualquier veneno

no puede ser predicho a priori.

El primer péptido de Conus del que se determiné la secuencia de aminoéacidos
completa y subsecuentemente fue confirmada por sintesis quimica, fue la a-GI, un
péptido de 13 aminoacidos con dos puentes bisulfuro de C. geographus.(Cruz et al.,
1978; Gray et al., 1981). Después siguid la caracterizacion de las p-conotoxinas, el otro
grupo mayor de péptidos paralizantes en mamiferos (Stone & Gray, 1982; Cruz et al,
1985a). La presencia_de estos dos péptidos en el veneno de C. geographus explico la

letalidad que tuvo el veneno en los humanos (Cruz & White, 1995).

Los estudios realizados en la Universidad de Utah por Baldomero Olivera desde los
afos ochenta hasta la fecha han sido los mas extensos con respecto a la caracterizacion
bioquimica y farmacoldgica de péptidos aislados de Conus, principalmente de la regién
del Indopacifico. Sus investigaciones demostraron que los péptidos de Conus, cuando son
inyectados en el sistema nervioso central de roedores, pueden alterar drasticamente la

conducta de los animales (Clark et al., 1981; Olivera et al., 1990; 1999).
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Las conotoxinas fueron identificadas inicialmente con base en la accion que
gjercian cuando se inyectaban en el sistema nervioso central (SNC) del raton. Uno de los
estudios iniciales con la especie Conus geographus consistio en la inyeccion en el SNC
de cada uno de las diferentes fracciones obtenidas de la separacion cromatografica del
veneno total, observandose que la mayor parte de éstas ejercian efectos que modificaban
el comportamiento normal de los ratones, y que estas modificaciones eran de naturaleza
variable segin el péptido (Spence et al., 1977, Cruz et al., 1978; Clark et al., 1981;
Olivera et al., 1985b) (Figura 4).

. £ § 2 Fign4

Perfil cromatografico del
veneno total de C.
geographus. Se muestran
los efectos * producidos
por los diferentes
péptidos en la conducta
e de los ratones. Tomado
g T : de Olivera, 2000.
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La sintomatologia caracteristica que provocaban las toxinas en los ratones
permitié definir algunas familias de conotoxinas. De esta forma, la inyeccion de a- y p-
conotoxinas en ratones, invariablemente produce la paralisis y muerte del animal; y las
conopresinas producen un notable incremento en la actividad de “rascarse” y “acicalarse”

de los ratones (Olivera et al., 1999).

Uno de los ejemplos mas evidentes fue el aislamiento de las toxinas que provocan
fuertes temblores en los animales, las que fueron denomihadas ®-conotoxinas (Olivera et
~al., 1984). De esta familia de conotoxinas se han aislado dos péptidos muy imp'ortantes:
la w-conotoxina GVIA, que ha sido una de las toxinas mas ampliamente usadas en
neurociencia, ya que es util para inhibir la transmision sinaptica y para evaluar si estan
presentes subtipos tipo N de los canales de calcio (Olivera et al., 1984). El otro caso es la
o-conotoxina MVIIA, que ya ha sido aprobada como analgésico para bloquear el dolor

en algunas enfermedades; su nombre comercial es Prialt (Wermwling, 2005).

Otros péptidos, después de la inyeccion intracraneal en los ratones, provocaron
sintomas de adormecimiento/actividad trepadora en los animales (Fig. 4); después se
demostré que estos compuestos eran antagonistas de los receptores NMDA vy tienen

potencial terapéutico para tratar la epilepsia (White et al., 2000).

De esta manera, se ha demostrado que los venenos producidos por estos animales
contienen toxinas cuyos blancos de acciéon son los receptores del sistema nervioso y

muscular donde actiian rapida, potente y especificamente.

Por lo tanto, la capacidad de las conotoxinas para actuar también como ligandos
selectivos para canales y receptores del sistema nervioso de mamiferos, ha provocado un
gran interés en la quimica y la neurofarmacologia, por la capacidad de estos péptidos para
discriminar subtipos de canales y receptores idnicos, y por su posible aplicacién como

farmacos (Alonso et al., 2003, Livett et al., 2004) (Tabla 2).
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Tabla 2. Péptidos de Conus que se encuentran en etapa de investigacion médica.

Especie Conotoxina Aplicacién Etapa clinica Compaiiia
C. victoriae a—-Vcl.l Dolor neuropatico | Preclinica Metabolic (Australia)
C. catus w-CVID Dolor neuropatico | Fase II Amrad (Australia)
C. marmoreus |y -MrIA/MIRV | Dolor neuropatico | Preclinica Xenome (EUA)
C. geographus | Contulaquina-G | Dolor crénico Fase Il Cognetix (EUA)
C. geographus | Conantoquina-G | Epilepsia Preclinica Cognetix (EUA)

Tomado de Livett et al., 2004.

ML ESTUDIOS REALIZADOS EN MEXICO

Los estudios toxicologicos de Conus realizados en México han sido realizados en-
el Laboratorio de Neurofarmacologia Marina del Instituto de Neurobiologia, bajo la
supervision del Dr. Edgar Heimer de la Cotera y del Dr. Manuel Aguilar Ramirez. De las
investigaciones realizadas, Maillo y colaboradores (2002) lograron aislar y caracterizar
-una toxina -la conorfamida Srl-, de la especie C. spurius, correspondiente a una nueva
familia de péptidos. Asimismo, de la especie C. delessertii, se aislé un péptido similar a
una y-conotoxiha (Aguilar et al., 2005a), y un péptido (del13a), el cual present6 un nuevo
patrén de 8 cisteinas (Aguilar et al., 2005b). Con respecto a la especie C. austini que se
trabajé en este proyecto, sélo existe un reporte acerca del efecto del veneno total en ileon

aislado de cobayo (Feregrino-Pérez, 2004).
IV. JUSTIFICACION

Es conocido que la familia Conidae esta conformada mundialmente por mas de 500
especies que habitan principalmente regiones tropicales, constituyendo uno de los mas
diversos y dominantes géneros de depredadores. El uso de neurotoxinas ha sido la clave
de su éxito: cada especie puede tener en promedio mas de 100 diferentes péptidos con
una actividad biologica definida. No obstante, a pesar de la riqueza natural que existe de
las conotoxinas, solo unos pocos péptidos de algunas especies de Conus han sido

caracterizados.

29



Por lo tanto, se estudiaron las caracteristicas bioquimicas y los efectos biologicos
de los componentes purificados del veneno de C. austini, ya que no existian antecedentes
publicados hasta el momento. De igual forma, también se estudio el tipo de alimentacion

de la especie C. austini.

Desde un aspecto bioquimico (y con cierta implicacion evolutiva), fue de particular
interés determinar si los componentes toxicos de un caracol vermivoro del Golfo de
México (C. austini), son similares en su estructura primaria (secuencia de aminoacidos)
con toxinas aisladas de los caracoles de la region del Indopacifico. Ademas, las toxinas

de los caracoles vermivoros han sido las menos estudiadas (Apéndices 1y 2).

Desde un punto de vista farmacologico, se pretendié descubrir si los péptidos
aislados presentaban actividad toxica en un modelo de mamifero. Se selecciond la
especie Mus musculus (ratdn), porque ha sido extensivamente usada para evaluar el
efecto biologico de conotoxinas. Por otro lado, se investigo si las conotoxinas aisladas de
C. austini tendrian un efecto bioldgico en otros organismos en los que se han evaluado
otras conotoxinas, como son los peces y los moluscos. Por ejemplo, se ha demostrado que
las conotoxinas de conos vermivoros pueden ejercer actividad bioldgica toxica en ciertos
peces —por ejemplo, el contrifano-Vn de C. ventricosus (Massilia et al., 2001). En el caso
de los moluscos, se decidié utilizarlos como ensayos porque la y-conotoxina aislada de C.
austini fue similar estructuralmente a las y-conotoxinas de conos molusquivoros (es decir,
la toxina TxVIIA, de C. fextile y la toxina PnVIIA, de C. pennaceus), que presentaron

actividad biologica en moluscos dulceacuicolas o marinos (Fainzilber et al., 1998).
V. HIPOTESIS

El grupo de los caracoles vermivoros ha sido el menos estudiado con respecto a las
propiedades bioquimicas de sus conotoxinas, y los estudios toxinoldgicos se han
enfocado en su mayor parte a los caracoles del Indopacifico; por lo tanto, se esperan
encontrar nuevas secuencias de toxinas de C. austini, una especie aislada

geograficamente de las anteriores.
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Se ha demostrado que los caracoles Conus producen una gran variedad de
sustancias neurotoxicas, algunas de las cuales tienen un efecto bioldgico en animales que
no son sus presas naturales; por lo tanto, los péptidos purificados de la especie C. austini
gjerceran un efecto sobre canales ionicos y/o receptores del sistema nervioso de los

modelos biolégicos seleccionados.

VI. OBJETIVOS
Objetivo General

Caracterizar bioquimicamente algunos de los componentes peptidicos mayoritarios
del veneno de Conus austini, asi como evaluar la especificidad y efectos biologicos de las

toxinas aisladas en el sistema nervioso de diferentes animales.
Objetivos especificos
1. Identificacion del tipo de alimentacion de la especie Conus austini.
2. Caracterizacion bioquimica de algunas conotoxinas del veneno de C. austini.
a) Purificacion total de 5 péptidos del veneno de C. austini.
b) Determinacion de la secuencia de aminoécidos de los péptidos.
3. Evaluacién de la especificidad y actividad biologica toxica de los péptidos purificados

de C. austini en las especies Mus musculus (raton), Lebistes reticulatus (pez), Pomacea

paludosa y Patella opaea (moluscos).
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VII. MATERIALES Y METODOS

1. RECOLECCION DE LA ESPECIE C. austini

Los caracoles fueron recolectados del 14 al 19 de octubre del 2000 en la plataforma
de Tamaulipas (a profundidades de 50-80 m), y.ﬁjeron congelados inmediatamente a
-20°C. Posteriormente fueron transportados al laboratorio de Neurofarmacologia Marina,
del Instituto de Neurobiologia (Juriquilla, Querétaro), donde fueron congelados a

-70 °C, hasta su estudio.
2. IDENTIFICACION DEL TIPO DE ALIMENTACION DE C. austini

La concha de 60 ejemplares fue rota con una prensa. Con la ayuda de un
microscopio estereoscopico se observo el sistema digestivo -eséfago, estomago e
intestino- de los ejemplares, y se aislaron los contenidos estomacales. Los contenidos
estomacales fueron preservados en formol al 5 % (formalina al 5 %; 95 % agua marina),

luego colocados en portaobjetos y observados en un microscopio 6ptico.
3. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE ALGUNOS PEPTIDOS DEL. VENENO

a) PREPARACION DEL EXTRACTO VENENOSO

Los conductos venenosos de 60 ejemplares se aislaron; los conductos fueron
colocados en una solucién de extraccion de proteinas (2% (v/v) de acido trifluoroacético
(TFA), 40% (v/v) de acetonitrilo (ACN)), y fueron homogenadoss utilizando un
homogenizador de tejidos de vidrio con punta de teflén, y centrifugados a 10 000
gravedades. El sobrenadante (extracto crudo) fue separado, y se le determind la
concentracion de proteina total mediante el método de Bradford (1976), utilizando

albumina sérica bovina como estandar para la curva de calibracion.
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b) PURIFICACION DE LOS PEPTIDOS POR HPLC

Existen muchos métodos basados en liquidos para separar péptidos o proteinas de
una mezcla compleja de compuestos biologicos. No obstante, la cromatografia liquida de
alta presion (HPLC) ha sido una de las técnicas principales usadas para la separacion de

moléculas biolégicas contenidas en los venenos animales.

Las separaciones por cromatografia liquida de alta resolucion de fase reversa
(RP-HPLC) fueron hechas en un equipo Varian modelo Prostar 310. Se utilizé un asa de
inyeccion de 1 ml. La deteccion de los péptidos fue realizada con un espectrofotdmetro
de flujo ajustado a 220 nm de longitud de onda. Se prepar6 la siguiente composicion de
disolventes: solucién A (0.1 % de TFA en agua desionizada) y solucién B (0.085 % TFA
en ACN al 90 %).

Para la separacion cromatografica por RP-HPLC del extracto crudo de C. austini, se
utilizé una columna analitica C18 (Vydac 218TP54, 4.6 x 250 mm,; tamafio de particula
de 5 pm), provista con una precolumna (Vydac, 218GK54, 5 um tamaiio de particula). A
la columna se le aplicd 5% de solucion B por 10 minutos; posteriormente, se desarrollo
un gradiente de 5-55% de solucién B en 100 minutos a un flujo de 1ml/min. En cada paso

de purificacion se carg6 en la columna ~1 mg/ml de veneno crudo.

Para la primera purificacion de los péptidos (denominados as15a, asB, as7a, as14a
y as14b), se utiliz6 una columna analitica C18 (Vydac 218TP54, 4.6 x 250 mm,; tamafio
de particula de 5 um), provista con una f)recolumna (Vydac, 218GK54, 5 um tamaiio de
particula). Se realiz6 un paso isocratico de separacién de 20% de solucion B durante 20

min, seguido de un gradiente lineal de 20% a 35% de solucion B en 60 minutos. El flujo
fue de 1ml/min.

La segunda separacion cromatografica involucrd una columna analitica C8 (Vydac
208TP54, 4.6 x 250 mm; tamafio de particula de 5 pm), provista con una precolumna

(MetaGuard Nucleosil C8, 4.6 mm x 10 mm, 5 um tamafio de particula)
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Los péptidos asl5a, asl4a y as14b fueron separados utilizando un gradiente lineal
de 20 % de solucion B durante 10 minutos, seguido de un gradiente lineal de separacion
de 20% a 35% de solucién B durante 60 minutos. Los péptidos asB y as7a fueron
separados utilizando un gradiente lineal de 20 % de soluciéon B durante 10 minutos,
seguido de un gradiente lineal de separacion de 20% a 35% de soluciéon B durante 150

minutos. En todas las purificaciones se midio6 la absorbencia a 220 nm. ).
¢) REDUCCION Y ALQUILACION DE LOS PEPTIDOS PURIFICADOS

Para detectar los residuos de cisteina en el proceso de secuenciacion de Edman, es
necesario reducir los péptidos para romper los puentes bisulfuro de las cisteinas, y
modificarlos mediante la introduccion de un grupo alquilo, para evitar que se formen los
puentes nuevamente. De esta forma se obtuvieron derivados denominados PTH-
piridiletilcisteinas (PTH-PEC), que permitieron confirmar la localizacion de las cisteinas

en la secuencia de aminoacidos de cada péptido.

Para reducir los compuestos, se utilizb ~1 nmol de cada péptido y se afiadié una
solucién que contenia 100 mg de guanidina (concentracion final, 6 M), en 100 pl de
amortiguador TRIS 0.1M pH 8 y 40 pl de ditiotritol 50 mM; la reaccién se llevé a cabo a
65 °C por 25 min. La alquilacion de las cisteinas libres (reducidas) fue hecha agregando
4pl de 4-vinilpiridina, dejando reaccionar por 18 h a temperatura ambiente (bajo
atmoésfera de N2). Los péptidos piridiletilados fueron separados de los reactivos usados
para la reduccion y alquilacion mediante RP-HPLC utilizando una columna
analiticaVydac C18 (Vydac 218TP54, 4.6 x 250 mm, tamafio de particula de 5 pm),
provista con una precolumna (Vydac, 218GK54, 5 pum tamafio de particula). A la
columna se le aplicé 10% de solucién B por 20 minutos; posteriormente, un gradiente de
solucién B de 10-60%B en 50 min, a un flujo de 1ml/min. Los péptidos derivados fueron

llevados a sequedad.
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d) SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE LOS PEPTIDOS

El analisis de la secuencia de aminoacidos por degradacion de Edman ha sido una
de las técnicas mas usada para la determinacion de novo de péptidos y proteinas debido a

su alta sensibilidad.

La secuenciacién automatizada utiliza el reactivo de Edman, fenilisotiocianato. La
reaccion libera el aminoacido amino-terminal como un derivado de la feniltiohidantoina,
el cual se identifica mediante HPLC. El aminoacido préximo por secuenciar entonces se
deriva y se elimina, luego se repite el proceso. Una secuencia de 30-40 residuos de

aminoacidos se determina en una operacion continua.

Los péptidos piridiletilados (300-500 pmol) fueron disueltos en 30 ul de TFA:
agua, 2:1 (v/v), y fueron analizados mediante un secuenciador automatico de proteinas
(Procise 491 Protein Sequencing System, Applied Biosystems, Foster City, CA), bajo el
principio de degradacion de Edman. Las modificaciones postraduccionales se
determinaron a partir de secuenciar toxinas conocidas que'presentan los residuos
modificados de y-carboxiglutamato e hidroxiprolina, con el propdsito de conocer el

tiempo de elucion de las modificaciones resultantes en el cromatograma.
e) ESPECTROMETRIA DE MASAS

El perfil espectrométrico de las masas de los péptidos purificados tuvo dos
propositos: evaluar la pureza de la muestra y conocer la masa molecular del péptido. Se
utilizo la espectrometria MALDI-TOF que utiliza una técnica de generacion de iones por
desorcion/ionizacion mediante laser inducida por matriz (Matrix-Assisted = Laser
Desorption/Ionisation, MALDI). Estos iones son acelerados.en un campo eléctrico para a
continuacion penetrar en un tubo de recorrido o vuelo libre sin campo eléctrico alguno.

Para un voltaje de aceleracion dado, el tiempo de vuelo (Time-Of-Flight, TOF)
que lleva a un ion alcanzar el detector es proporcional a su relacién masa/carga, m/z. Esta

~técnica puede detectar tanto iones de carga positiva y negativa. La instrumentacion
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MALDI-TOF es altamente sensible para el analisis de proteinas y péptidos originando
espectros sencillos (las especies se cargan normalmente +1) y con una cantidad minima

de muestra.

Las muestras de los péptidos nativos asl5a, asB, as7a, asl4a y as14b (~100 pmol)
fueron evaluadas en un equipo Voyager DE (Applied Biosystems). Los espectros fueron
obtenidos en el modo reflector positivo, con un voltaje de aceleracion de 20 000 voltios,

usando acido sinapinico como matriz.
f) CORTE ENZIMATICO DEL PEPTIDO asl5a

El péptido asl5a se fragmentd con a-quimotripsina. La a-quimotripsina hidroliza
péptidos y proteinas en el lado carboxilo de los aminoacidos aromaticos triptofano,

tirosina y fenilalanina, y también en el extremo carboxilo de leucina y metionina.

Previamente a la fragmentacién enzimatica del péptido, éste fue desnafuralizado y
solubilizado para una digestion rapida y completa. La digestion se realizé con 200 pl de
solucion de bicarbonato de amonio (NH4HCO;) 0.1 M y cloruro de calcio (CaCly) 0.1
mM. El pH (8-8.5) se ajusté con NH4OH. Se agregd 1 ul de quimotripsina (1 pg/ul) y se
incub6 a 37°C por una hora. Inmediatamente después fue separado por RP-HPLC; se
utiliz6 una columna analitica C8 (Agilent, Eclipse XDB-C8, 5 um, 4.6 x 150 mm) y un
asa de inyeccion de la muestra de 5 ml, con un gradiente de 0-50% de soluciéon B por 50

minutos.
g) ANALISIS DE AMINOACIDOS DE LOS PEPTIDOS asl5ay as14b

El anlisis de aminoacidos fue realizado para los péptidos asiSa y asl4b, de
acuerdo a las técnicas de Heinrikson & Meredith (1984) y Cohen y colaboradores, 1986,

para corroborar las estructuras primarias obtenidas inicialmente por la técnica de la

degradacion de Edman.
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_ El analisis de aminoacidos se baso en la hidrdlisis acida gaseosa de los péptidos,
seguida por la formacion del derivado feniltiocarbamilo (PTC) de los aminoacidos, via
derivacion con fenilisotiocianato (PITC). Posteriormente, los derivados PTC-

aminoécidos fueron separados mediante RP-HPLC, detectando a 254 nm.

Los péptidos (500 pmol) fueron hidrolizados a 110°C por 24 horas empleando la
técnicé de hidrolisis en fase gaseosa con 4acido clorhidrico (HCI) al 30% conteniendo 1%
de fenol (v/v). Se removid al vacio el exceso de HCI, y los péptidos fueron neutralizados
con un exceso de trietilamina (TEA) y derivados con una mezcla de metanol-TEA-PITC-
agua (7:1:1:1). Después de una incubacion de 20 minutos a temperatura ambiente, las
muestras fueron reconstituidas en la siguiente mezcla: solucion de fosfato de sodio

dibasico 5 mM-acetonitrilo-metanol (19:1:5); después las muestras separadas mediante
RP-HPLC.

Las muestras se inyectaron en volimenes de 20 pl (100 pmol) en un cromatografo
Waters 2487, con deteccion de la absorbencia a 254 nm. Se utilizé una columna NovaPak
C18, y se utilizé un asa de inyeccion de 20ul. La separacion se realizé a temperatura de
45 °C. El gradiente fue de 10-51% de solucion B en 30 minutos y el flujo fue 1 ml/min.
Las soluciones empleadas para eluir las muestras fueron: solucion A: acetato de sodio
0.14 M con TEA (0.5 ml/l); ajustando el pH con acido acético glacial hasta 6.34.
Solucidén B: ACN al 60% en agua.

4. BIOENSAYOS
a) INYECCION EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE ROEDORES

El efecto biologico de las toxinas purificadas as15a, as7a, asl4a’'y asl4b se evalud
mediante la inyeccion intracerebral (i.c.) en ratones CD-1, machos, de 28 dias de edad. El
peso promedio de los animales fue de 20 + 2 g. Los animales fueron mantenidos en el

Bioterio del Instituto de Neurobiologia, bajo las siguientes condiciones: un periodo de

iluminaciéon de 16 h y 8 h de oscuridad, bajo una humedad y temperatura controladas. Se
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inyectaron 30 pl del péptido (disueltos en solucién salina 0.9% NaCl), via intracerebral,
de acuerdo con la técnica de Clark et al., 1981. Se utilizé una jeringa de insulina de 0.5
ml (aguja no. 27). -

La manipulaciéon de los animales se realizé de la siguiente manera: el raton fue
colocado sobre una toalla de papel y la cabeza fue sujeta con los dedos pulgar e indice.
La aguja fue insertada perpendicularmente al crineo en el hemisferio derecho del
cerebro, a través del craneo. La profundidad de penetracion de la aguja fue de 2.5 mm.
Después de la inyeccion de los 30 pl de muestra, los animales fueron colocados en una
caja para su observacion. Tanto en controles como en grupos experimentales, se
utilizaron tres individuos por tratamiento. Se aplicé al menos una dosis de cada una de las
toxinas en concentraciones desde 120 pmol hasta 500 pmol. El tiempo de la inyeccion fue
registrado, y de igual manera se registr6 el tiempo en el que el raton comenzo a desplegar
sintomas anormales, el cual fue comparado con animales controles, que sélo fueron

inyectados con solucién salina normal (0.9% NaCl).
b) INYECCION INTRAMUSCULAR EN PECES

Peces macho adultos de la especie Lebistes reticulatus (peso promedio de 0.215 g +
0.015 g) fueron utilizaron Los peces ﬁleron adquiridos en un acuario local y fueron
aclimatados posteriormente en un acuario de agua dulce, localizado en el bioterio del
Instituto de Neurobiologia. Los peces fueron mantenidos, antes de aplicarles las toxinas,
en un acuario con agua dulce durante una semana, en la que la temperatura se mantuvo a
23 £ 1 °C, bajo condiciones constantes de aireacion y filtracion, y alimentacion diaria. Se
les inyectaron a los peces 10 ul de los péptidos as15a y as7a disueltos en solucién salina
normal (NaCl 0.9 %), via intramuscular (250 pmol/pez, n=3) (Favreu et al., 1999). Se
registro cualquier cambio en el comportamiento de los animales, y se compararon con un
grupo control. Se utilizaron tres individuos por tratamiento en el grupo control y en el

grupo experimental.
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c) INYECCIONES INTRAMUSCULARES EN MOLUSCOS

1) Ejemplares adultos del molusco Pomacea paludosa (peso promedio de 18 + 3 g) se
utilizaron. Los caracoles fueron obtenidos de un distribuidor local y fueron mantenidos
en un acuario con las condiciones descritas anteriormente para los peces. Se inyectaron
en los moluscos alicuotas de 30 pl del péptido as7a por via intramuscular (250
pmol/caracol, n=3), especificamente en la parte anterior del pie. Los caracoles de esta
especie se encuentran comunmente adheridos a los vidrios de los acuarios. Por lo tanto,
se consideré una respuesta toxica positiva si los caracoles se desprendian del vidrio y
sufrian algun efecto paralitico o encogimiento del cuerpo en la concha (Shon et al., 1994,
Hasson et al., 1995). Los animales utilizados como control no se desprendieron del vidrio
al ser inyectados con solucion salina normal. Tanto en controles como en grupos

experimentales, se utilizaron tres individuos por tratamiento.

2) También caracoles adultos de la especie Patella opea se utilizaron (peso promedio 0.2
+0.028 g). Los moluscos fueron recolectados en Mazatlan, Sinaloa. Los animales fueron
aclimatados -previoamente a los experimentos- durante 3 dias, en un acuario marino, con
filtracion y oxigenacion, a una temperatura de 23 = 1 °C; la salinidad fue de 35 g/l. Se
inyectaron en los moluscos alicuotas de 30 ul de los péptidos asl5a y as7a, en la parte
posterior del musculo pedal del caracol. (250 pmol/caracol, n=3). El animal inyectado fue
colocado posteriormente en su posicién normal en una caja de Petri con agua marina con
aire. Una respuesta positiva fue definida como una contraccién extrema del musculo del
pie, resultando en un endurecimiento obvio del pie y la pérdida de habilidad para
mantenerse adherido a la superficie (Fainzilber & Zlotkin, 1992). En el grupo control y

en el grupo experimental, se utilizaron tres individuos por tratamiento.
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VIII. RESULTADOS

1. ASPECTOS MORFOMETRICOS DE Conus austini

La concha y del aparato venenoso (bulbo y conducto) fueron medidos, asi como el

peso del organismo completo y de cada una de las estructuras del aparato venenoso:

Numero de ejemptares=10

Peso promedio del organismo con concha: 800+ 1.5 g
Longitud de la concha: 37 £ 3 mm

Peso del conducto: 24.05 =3 mg

Peso del bulbo: 20.95 + 2 mg

Longitud del conducto: 25 + 4 mm

Longitud del bulbo: 5 + | mm

2. DETERMINACION DEL TIPO DE ALIMENTACION DE C. austini

El contenido estomacal de 60 ejemplares C. austini, recolectados en la regidén de
Tampico, Tamaulipas, fue analizado microscépicamente. De las 60 muestras analizadas,
en 8 de ellas se encontraron qu.etas de poliquetos, lo que demostré una alimentacién
vermivora (Fig. 2B). Se descarté otro tipo de alimentacion, ya que no se encontraron

restos de escamas o vértebras de peces, o restos del cuerpo y opérculo de moluscos.
3. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE ALGUNOS PEPTIDOS DEL VENENO
a) OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO

Se extrajeron los conductos venenosos de C. austini bajo un microscopio
estereoscopico. Los conductos venenosos pesaron en promedio 24 mg, y se obtuvieron

500 ug de proteinas solubles de cada uno de ellos (el resto del material lo constituyeron

los componentes citoplasmaticos del conducto).
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b) PURIFICACION DE 5 TOXINAS DEL VENENO DE Conus austini

La estrategia general que se ha utilizado cominmente para separar y purificar los
péptidos de los venenos de Conus involucra una separacidn inicigﬂ por HPLC de fase

reversa con columnas C18 eluidas con un gradiente lineal de acetonitrilo en 0.1 % de
TFA.

La separacion de los componentes del veneno produjo més de 25 fracciones que se
pueden observar en el cromatograma de la figura S. Se seleccionaron S fracciones del
veneno que presentaron una alta concentracién para su purificacidn total. Las fracciones

fueron definidas como as15a, asB, as7a, as14a y as14b (Fig. 5).
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Figura 5. Separacién cromatogrifica por RP-HPLC del extracto crudo de C. austini. Se
uttlizé una columna CI18 (Vydac, 218 TP54; 4.6 x 250 mm; tamafio de particula de 5
pm). A la columna se le aplicdé 5% de solucion B por 10 min; posteriormente, se
desarroll6é un gradiente de 5-55 % de solucién B en 100 min a un flujo de 1 ml/min. La
deteccion de los péptidos se realizd a 220 nm. Se utilizd como solucién A: TFA al 0.1 %.
Solucion B: TFA 0.085 % + 90 % ACN.
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La purificacion de cada uno de los péptidos se llevé a cabo en dos
procedimientos; primeramente, con una columna cromatografica analitica C18 (Fig. 6), y
en un segundo paso, utilizando una columna cromatografica analitica C8 con gradientes

variables de acuerdo al péptido (Fig. 7).
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Figura 6. Punficacion de los péptidos as1S5a, asB, as7a, asl4a y asl4b en una columna
analitica C18 (Vydac, 218 TP54; 4.6 x 250 mm; tamafio de particula de 5 um), utilizando
un gradiente de separacion de 20% de soluciéon B en 10 minutos, y de 20-35% de
solucton B en 60 minutos. El flujo fue de 1ml/min.
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Figura 7. La purificacién final de los péptidos fue hecha con una columna C8 (208TP54,
4.6 x 250 mm; tamafio de particula de Sum). Los péptidos aslSa, asl4a y asl4b fueron
separados utilizando un gradiente de separacion de 20 % de solucién B/10 min, y de 20%
a 35% de solucién B/60 minutos. Los péptidos asB y as7a fueron separados mediante un
gradiente de separacién més lento que los casos anteriores (de 20 a 35 % B en 150 mun,
después de un paso isocratico a 20 % de solucién B durante 20 min). En todos los casos
se utiizé6 como solucion A: TFA al 0.1 %, y como soluciéon B: TFA 0.085 % + 90 %
ACN.
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¢) REDUCCION Y ALQUILACION DE LOS PEPTIDOS

La formacién de puentes disulfuro es la modificacién postraduccional que mas se
presenta en las conotoxinas. Por lo tanto, deterﬁﬁnar la posicidon y niumero de los residuos
de cisteinas fue un paso vital para la caracterizacion de las conotoxinas. La reduccion de
los péptidos tuvo la finalidad de romper los puentes bisulfuro, y la alquilacién evité que
se formen nuevamente dichos puentes. Estos procedimientos quimicos son
imprescindibles para observar los residuos de cisteina durante la secuenciacion del
péptido por la técnica de degradacion de Edman. Las fracciones obtenidas por la

reduccion y alquilacién de los péptidos asl5a, asB, as7a, asl4ay as14b se muestran en la

figura 8.
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Figura 8. Perfil cromatografico de los péptidos purificados y alquilados. Se utiizé una
columna Cl8 (Vydac 218TP54, 4.6 x 250 mm; tamafio de particula de 5 pm). A la
columna se le aplicé 10% de solucion B por 20 minutos, seguido de un gradiente de 10-
40% de solucién B/30 min, a un fluyjo de 1 ml/min. La deteccion de los péptidos
piridiletilados se realizé a 220 nm.

44



d) MASAS MOLECULARES DE LOS PEPTIDOS PURIFICADOS

Medir el peso molecular es una tarea basica para conocer si la secuencia de
aminoacidos est4 completa, asi como también para determinar si el extremo carboxilo
terminal estd amidado o en forma libre. En las figuras 9A-E se muestran los resultados
obtenidos de la espectrometria de masas por MALDI-TOF de los péptidos as)5a, asB,

as7a, asl4a y asl4b, respectivamente.
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Figura 9A. Espectro de masas de] péptido asl5a. La seflal m/z de 2645.12 corresponde

con la masa molecular monoisotdpica de 2644.12 Da.
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Figura 9B.

Espectro de masa
molecular del péptido
asB. La sefial 2264.92
corresponde con [a masa
monoisotdpica de
2263.92 Da.

Figura 9C.

Perfil de masa molecular
del péptido as7a. La
sefial de 3237.16
corresponde con la masa
monoisotdpica de
3236.16 Da.
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Figuras 9D-E. Los espectros de masas moleculares de los péptidos purificados asl4a y
asl4b mostraron sefiales m/z de 2884.92 y 3309.63, correspondientes con las masas
monoisotopicas de 2883.92 (asl4a) y 3308.63 Da (asldb), respectivamente. Se
observaron en ambos casos, sefiales con valores mayores a 16 Da, que corresponden
probablemente con la oxidacion del residuo metionina. En e] caso de asl4a, también se

observaron sefiales con un valor de 22 unidades mas altas que la masa monoisotdpica, y
corresponde probablemente a aductos de sodio.
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e) ESTRUCTURA PRIMARIA DE LOS PEPTIDOS PURIFICADOS

Las secuencias obtenidas y la masa calculada (la suma de la masa molecular de

cada uno de los residus de aminoécidos que componen al péptido), asi como la masa

monoisotopica experimental (obtenida por la técnica de MALDI-TOF), se muestran en la

Tabla 3. Los residuos de cisteina y los residuos modificados postraduccionalmente estin

resaltados en negrillas.

Tabla 3. La secuencia lineal de aminoacidos de los péptidos purificados de C. austini.

Péptido Secuencia de aminoAcidos No. | Masa Masa
aa | calcul. |experim.’
as1S5a |CKCPSCNFNDVTENCKCCIFRQP& 23 | 2644.06 | 2644.12
asB  |SLYSOWKyKMyyAAGG... 16 | 1797.82 | 2263.92
as7a | TCKQKGEGCSLDVyYCCSSSCKPGGPLFDFDC | 31 | 3236.27 | 3236.16
asl4a | GGVGRCIYNCMNSGGGLNFIQCKTMCY 27 | 2884.20 | 2883.92
asl4b | RWDVDQCIYYCLNGVVGYSYTECQTMCS& | 28 | 3308.35 | 3308.63

* Masa molecular experimental obtenida por espectrometria de masas MALDI-TOF. Las
abreviaciones estandares usadas para designar a los aminodcidos son: A, alanina; C,
cisteina; D, acido aspartico; E, acido glutamico; F, fenilalanina; G, glicina, H, histidina; ],
isoleucina; K, lisina; L, leucina; M, metionina; N, asparagina; P, prolina; Q, glutamina;
R, arginina; S, serina; T, treonina; V, valina;, W, trptofano, y Y, tirosina. Los
aminoacidos modificados postraduccionalmente son: y, y-carboxyglutamato, y O,
hidroxyprolina. &= extremo COOH amidado.
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Péptido aslSa

E! nimero de aminoacidos del péptido asl5a fue 23. La secuencia de 6 cisteinas
que presentd, C-C-C-C-CC, es nueva en el campo de las conotoxinas (Tabla 6). Se
propuso el nimero 15 (o XV) para la secuencia de cisteinas de asl5a, de acuerdo con el

criterio propuesto por Olivera y Cruz, 2001,

Con respecto a la masa molecular del péptido aslSa, la diferencia entre el peso
molecular calculado (2644.06 Da), y el peso molecular experimental (2644.12 Da) fue
0.06 Daltons, consistente con la presencia de 6 cisteinas formando 3 puentes disulfuro, y
el extremo carboxilo amidado. Es importante mencionar que la prolina en el extremo
carboxilo no fue comprobada por secuenciacion automatica; la presencia de la prolina fue
detectada en la composicién de aminoicidos (que sera explicado en el inciso 3g, pagina
52); ademas, la diferencia (96.13) entre la suma calculada de la masa de los primeros 22
residuos (2547.99 Da), con respecto a la masa experimental (2644.12 Da), correspondid

con la masa molecular de dicho residuo (97.1 Da), en forma amidada.
Péptido asB

De la conotoxina asB se ha obtenido una secuencia de aminoacidos de 16 residuos.
El péptido asB presentd 3 residuos de y-carboxigiutamato y un residuo de hidroxiprolina,
La diferencia entre el peso molecular calculado (1797.82) y el peso molecular
experimental (2263.92 Da) fue 466.09. Se considerd, para los calculos de la masa
molecular, .que la técnica de MALDI-TOF descarboxila totalmente los residuos de y-

carboxiglutamato.
El péptido asB fue secuenciado al menos en dos ocasiones diferentes, y en ambas

la secuencia fue incompleta. El peso promedio de un residuo es de 110 daltons, por lo que

faltarian probablemente 4 residuos por identificar.
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Péptido as7a

Se determind la secuencia de aminoacidos completa del péptido as7a (31
residuos). La masa molecular calculada fue 3236.27 Da -considerando 3 puentes
disulfuro y el extremo carboxilo libre-, mientras que la masa molecular monoisotépica
experimental fue 3236.16 Da. La secuencia de aminoacidos resultd similar a las y-
conotoxinas que han sido caracterizadas, en las que la combinacion de los residuos —
yCCS-, es caracteristica de esta familia de conotoxinas. El patr6n estructural de cisteinas

—C-C-CC-C-C-, correspondi6 con la superfamilia O.
Péptidos as14a y as14b

El péptido asl4a tuvo 27 residuos, obtenidos en una sola secuencia. La masa
molecular calculada fue 2884.20 Da —consistente con la presencia de 2 puentes disulfuro
y el extremo carboxilo libre-, mientras que la masa molecular monoisotédpica

experimental fue 2883.92, lo que da una diferencia de 0.32 Da.

Con respecto al péptido asl4b, se obtuvo una masa molecular monoisotdpica
experimental de 3308.63 Da, y una masa calculada de 3308.35 Da (diferencia de 0.28
Da). No obstante, se obtuvieron por secuencia s6lo 27 residuos, ya que.el extremo
carboxilo no fue detectado en el ultimo ciclo de la secuencia. Una evidencia que sugirid
la identidad de la serina fue la diferencia entre la masa experimental (3308.63 Da) y la
masa calculada de los primeros 27 residuos (3222.3 Da), 86.33 Da, lo que correspondié
con la masa molecular de la serina (87.1 Da), en forma amidada. Para conocer la
dentidad del residuo, se utilizo la técnica de composicion de aminoacidos. El residuo

faltante en la secuencia, y que fue detectado por esta técnica fue una serina (Tabla §).
Los péptidos asl4a/b tuvieron identidad en 11 residuos (39 %), incluyendo las 4

cisteinas (Tabla 3). Los residuos de cisteinas presentaron la secuencia C-C-C-C, no

reportada previamente para conotoxinas de conos vermivoros.
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3f. CORTE ENZIMATICO DEL PEPTIDO asl5a

El péptido as15a fue sometido a secuenciacién en diversas ocasiones, y siempre
en el ciclo 9 de la secuencia aparecié un rastro apenas distinguible de asparagina, pero el
resultado no era concluyente. Por lo tanto, el péptido fue cortado con quimotripsina para
realizar la secuencia de los fragmentos obtenidos. El corte enzimatico produjo 4

fragmentos (Fig. 10).

g
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g

0 25
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Figura 10. Perfil cromatografico del péptido asl5a después de ser cortado con
quimotripsina. Se utilizd una columna C18 (Vydac 218TP54, 4.6 x 250 mm; tamafio de
particula de 5 pm). El gradiente fue de 10-51% de solucién B en 30 minutos y el flujo fue
1 mI/min. La deteccion de los péptidos se realizd a 220 nm,

Los cuatro fragmentos obtenidos fueron sometidos a secuenciacién automatica
(Tabla 4):

L L
CKCPSCNFNDVTENCKCCIFRQP

1} : —

21 i

3 |
4 : + |

Tabla 4. Corte del péptido asl5a con quimotripsina. Los fragmentos 1, 2 y 4 fueron
secuenciados parctalmente (lineas solidas). La linea punteada indica la secuencia
probable, mientras que las flechas indican el sitio de corte de la enzima,
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Las secuencias de los fragmentos 3 y 4 permitieron confirmar la asparagina (N) de
la posicién 9 del péptido, localizada en la primera posicién del fragmento 3, y en la

novena posicion del fragmento 4.

3g. ANALJSIS DE AMINOACIDOS DE LOS PEPTIDOS asl5ay asl4b

El analisis de aminoicidos para los péptidos asl5a y asl4b se realizé para
detecminar la estructura primaria completa del péptido as]Sa, debido a que faltaba un
residuo por confirmar (la asparagina en la posicion 9), y también la prolina probable en el
extremo carboxilo terminal no fue detectada en la secuenciacion automatizada (Tabla 5).
Con respecto al péptido asl4db, el residuo en el extremo carboxilo —la serina-, tampoco

fue evidente en la secuencia.

Tabla 5. Anélisis de aminodcidos de los péptidos asl5a y as14b.

aslSa asl4b

aa No. secuencia  Cociente molar(R=1.0) | aa No. secueacia  Cociente molar (R=1.0)
D 2D+1N=3 4.15 D 2D+fN =3 3.05
=) 1E+1Q =3 2.28 =) 1E+2Q =3 2.77
S 1 1.31 S 1 1.74
G 0 0.75 G 2 1.95
H 0 0.00 H 0 0.00
R 1 1.00 R 1 1.00
T 1 0.99 T 2 2.09
A 0 0.00 A 0 0.00
P 1 1.81 P 0 0.00
Y 0 0.00 Y 4 2.05

-V 1 0.82 \Y 3 1.78
M 0 0.63 M 1 0.28
| 1 0.11 J 1 0.58
C 6 N.D C 4 N.D
L 0 0.00 L 1 0.67
F 2 1.36 F 0 0.00
W 0 N.D W 1 N.D
K 2 1.30 K 0 0.00

Total 21 Total 27

Cada experimento se analiz6 por triplicado con un estindar de 17 amino4cidos, con el péptido ensayado, y con un
control (cadena B de la insulina). En la técpica de la composicién de aminoacidos los residuos de asparagina se
transforman en 4cido aspértico. Los residuos de metionina se destruyen en gran parte por el proceso, y los de triptéfano
se destruyen totalmente. Las abreviaciones estandares usadas para designar a los aminodcidos son: A, alanina; C,
cisteing; D, 4cido aspértico; E, acido glutdmico; F, fenilalanina; G, glicing; H, histidina; 1, isoleucina; K, Lisina; L,
leucina; M, metioning; N, asparagina, P, proling; Q, glutamina, R, arginine; S, serina; T, treomna; V, valipa; W,
triptéfano, y Y, tirosina. N.D. No determinada. Los andlisis se llevaron a cabo segin la descripcidn en la parte
experimental empleando la técnica de derivacién pre~columpa (Bidlingmeyer et al., 1984; Cohen et al., 1986).
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Los resultados obtenidos con la composicién de aminoécidos del péptido aslSa
permitieron detectar 4 residuos de asparagina (cuantificados como residuos de acido
aspartico, ya que la asparagina se transforma en dicho residuo durante el procesamiento
quimico). De igual manera, se detectaron 2 residuos de prolina mediante la composicion ‘
de aminoacidos del péptido aslSa, Este resultado corroboré la presencia de la prolina en
el extremo carboxilo terminal, ya que por secuencia solo fue posible detectar una prolina
(Tabla S).

Con relacion al péptido asl4b, la compostcidn de aminoécidos tuvo por objeto
detectar la identidad del extremo carboxilo. La serina se presenté en una relacién molar
de 1.7, mientras que en la secuencia sélo se habia detectado una serina (Tabla 5). Por lo

tanto, se determind que la serina era el residuo que se localizaba en e] extremo carboxilo

del péptido as14b.
4. ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS PEPTIDOS PURIFICADOS

Péptido asl5a

El péptido asl5a fue evaluado en los ratones adultos de 28 dias, variedad CD-1,
con peso promedio de 20 g. Se evaluaron dos dosis: 120 pmol/ratén (~6 pmol/g de ratén)
y 240 pmol/ratén (~12 pmol/g de raton). El péptido fue disuelto en solucion salina
normal (0.9 % NaCl), y fue inyectado intracerebralmente, tal como se describid en lé
seccion de métodos. Por cada evaluacién de una dosis de una toxina (realizada en tres

ratones), también se inyectaron 3 animales con la solucion salina normal (grupo control).

Con la dosis de 120 pmol/ratén (~6 pmol/g de ratdn) se observd paralisis, con
extension de las patas traseras, inmediatamente despues de la inyecciéon. No obstante, el
efecto de la paralisis dur6 muy poco tiempo —menos de un minuto-, y el efecto se
presentd solo en un ratéon (n=3). Algunos minutos después el raton fue recuperandose
paulatinamente hasta llegar a un estado de actividad normal a los 10 minutos (la actividad

“normal” fue definida como la actividad exploratoria en la caja, ademas de rascado y
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acicalado ocasionales (generalmente menores de 15 segundos) (Tabla 6). Los otros dos
ratones inyectados con la toxina no presentaron sintomas aparentes de actividad
paralitica. Los sintomas que presentaron estos dos ratones -respiracién agitada y
encogimiento del cuerpo-, gradualmente desaparecieron en un promedio de 10 munutos.
Estos sintomas también aparecieron en los ratones utilizados como control,
probablemente como resultado del proceso de la manipulacién y la inyeccién efectuada -

en los animales.

La inyeccion del péptido as15a con dosis de 240 pmol/ratén (~12 pmol/g de
raton), provocod efectos paraliticos irreversibles en dos ratones a los 15 y 23 minutos,
respectivamente, que culminaron con la muerte de los animales. Uno de los ratones no
presentd ningun efecto aparente debido a la inyeccién del péptido. Con respecto a los
animales utilizados como control, tampoco manifestaron algin efecto paralitico, y sélo
mostraron el efecto de la manipulacién y la inyecciéon con los sintomas descritos
anteriormente (Tabla 6). Aunque cada inyeccion fue realizada con rapidez y precisién
para evitar en el mayor grado posible el estrés fisico a los animales, la sujeciéon y la
inyeccién provocaron cierto grado de perturbacion en los animales, No obstante, la
técnica de inyeccidn intracerebral en ratones ha sido usada ampliamente y de forma
rutinaria, ya que proporciona evidencia preliminar de la actividad biolégica que producen
las conotoxinas en el sistema nervioso central (SNC) de mamiferos (Clark et al., 1981,
Gray et al., 1981; Olivera et al., 1985a; Abogadie et al., 1990; Jacobsen et al., 1998,;
Craig et al., 1999b; Lirazan et al., 2000; Maillo et al., 2002; Miles et al., 2002; Sudarsial
et al., 2004).

También se evalud la actividad toxica del péptido aslSa en los peces Lebistes
reficulatus. Se inyectaron tres peces (via i.m.) con el péptido asl5a con una dosis de 250
pmol/pez (~1163 pmol/g de pez). No se observo ningin efecto toxico en los animales
inyectados, ni en los animales utilizados como controles, La inyeccion del péptido aslSa
en el molusco marino Patella opaea (n=3, via i.m., dosis de 250 pmol/molusco (~1250
pmol/g de molusco)) no provocd tampoco ningiin efecto toxico aparente. De igual forma,

la inyeccidn del péptido asiSa en el caracol dulceacuicola Pomacea paludosa no produjo
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ningun cambio conductual aparente en este invertebrado (n=3, via i.m., dosis de 250

pmol/molusco (~14 pmol/g de molusco)).

Tabla 6. Actividad biolégica del péptido asl5a de C. austini® en ratones.

Tiempo Control Péptido astSa* Péptido as]Sa**

(min)

0-10 Respiracion Respiracion agitada, inmoviles, | Respiracion agitada,
agitada, con el|con el cuerpo contraido (2 |inméviles, con el cuerpo
cuerpo ratones). contraido. Dos ratones
contraido. Un ratén presentd pardlisis con|(min. 15 y min. 23)

extension de las extremidades |presentaron  movimientos

posteriores durante 45 segundos. |corporales rapidos en
forma de circulo que
terminaron en la paralisis
de las extremidades; los
animales  murieron  un
minuto después.

10-30 | Actividad Acicalamiento y rascado |Un raton no presentd
normal*** moderados. ningun sintoma de

' toxicidad  aparente y
presentd actividad normal
después del minuto 13.
>30 Actividad Actividad normal*** Actividad normal***
normal***

® Disuelto en solucién salina normal. *Concentracién 120 pmol/30 ul. **Concentracion
240 pmol/30 pl. *** Rascado y acicalado esporadico; conducta exploratoria.
n= 3 en cada tratamiento.

Péptidos as14a y asl4b

Los péptidos purificados asl4a/b fueron inyectados en ratones CD-1 machos de

28 dias de edad. Cada péptido fue inyectado via i.c. en tres ratones, utilizando la misma

dosis (~6 pmol/g de raton). Se utilizaron tres ratones como grupo control para cada uno

de los péptidos evaluados. La inyeccion de la toxina asl4a produjo sintomas de
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acicalamiento y rascado moderados en los tres ratones, pero de mayor duracidén e
intensidad que en los ratones control. Es decir, fos ratones inyectados con solucion salina
se rascaron y acicalaron por periodos de algunos segundos, mientras que los ratones
ihyectados con el péptido asl4a manifestaron durante mayor tiempo este comportamiento
(de 2 a 4 minutos). De igual manera, los sintomas mostrados por los ratones después de la
inyeccion del péptido, asl4b incluyeron rascado y acicalado, pero los animales
manifestaron estas actividades por periodos hasta de 8 minutos, y con una mayor
intensidad (Tabla 7). No obstante, el sintoma mas evidente que causd la inyeccion del
péptido as14b en los ratones fue la paralisis de las extremidades posteriores y el sindrome
de cola rigida. Estos sintomas se presentaron en los 3 ratones inmediatamente después de

la inyeccion del péptido y duraron menos de 5 minutos (Tabla 7).

Tablta 7. Actividad biolégica en ratén de los péptidos asl4ay as14b de C. qustini®

Tiempo Control Péptido asl4a* Péptido as14b*

(min)

0-10 Respiracion agitada, | Respiracién  agitada, | Extension rigida del cuerpo y
inméviles, con el|inmdviles, con el |de las extremidades
cuerpo contraido. cuerpo contraido. posteriores; cola en posicion

erecta.

15-30 Actividad normal** | Acicalamiento y

rascado moderados. Conducta  convulsiva de
acicalamiento y rascado.

>30 Actividad normal** | Actividad normal** Actividad normal **

* Disuelto en solucién salina normal. *Concentracion 120 pmol/30 uL
**Rascado y acicalado esporadico; conducta exploratoria. n=3 en cada tratamiento.
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Péptido as7a

La actividad téxica del péptido as7a de C. austini se evalud en el misculo pedal
del molusco Pomacea paludosa (molusco dulceacuicola). Los caracoles uttlizados como
control (30 pl, n=3) se mantuvieron adheridos por el pie muscular al vidrio (iel cristal del
acuario durante todo el tiempo del bioensayo. La toxina as7a, con dosis de 250
pmol/caracol (~14 pmol/g de caracol), provoc) sintomas téxicos en dos de los moluscos,
que consistieron en la contraccion del pie muscular y plegamiento del opérculo, poco

después de despegarse del vidrio. (Tabla 8). -

En contraste, la inyeccién i.m. del péptido as7a en el molusco marino Patella
opaea, no provocd ningln efecto biolégico aparente, y se utilizé una dosis mayor, 250
pmol/caracol (~1250 pmol/g de caracol), con respecto a la utilizada con la especie

Pomacea paludosa.

De igual manera, la inyeccién del péptido as7a en ratones, via intracerebral, no
tuvo actividad aparente en receptores neuronales de este vertebrado, a dosis de 500
pmol/ratdn (~25 pmol/g de ratén). El péptido as7a tampocd causéd ningin efecto téxico en
el pez dulceacuicola Lebistes reticulatus, con dosis de 250 pmol/pez (~1163 pmol/g de

pez), via intramuscular.

Tabla 8. Actividad biol6gica del péptido as7a de C. austini en Pomacea paludosd’

Tiempo
(min) as7a*

0-2 Los caracoles se desprendieron del vidrio al que estaban adheridos por el
pie muscular. Dos de ellos presentaron contraccion del pie. Uno de ellos
cerr6 inmediatamente el opérculo después de la inyeccidn

>3 Dos caracoles se adhirieron al vidno nuevamente. Un caracol estuvo
explorando el acuario.

* Disuelto en solucion salina normal.* (250 pmol/30 ul), n=3.
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IX. DISCUSION

Hoy en dia es bien conocido que el veneno de los caracoles del género Conus -con
mas de 500 especies actuales-, contiene un elevado nimero de toxinas (50-200),
caracterizadas por contener una alta proporcion del aminoacido cisteina en su estructura,
y que constituyen potentes y especificos antagonistas de receptores y canales 16ncos
encargados de la transmision sindptica. Estos péptidos exclusivos y caracteristicos de los
Conus, que han sido denominados conotoxinas, pueden ser agrupados en sdlo unas pocas
familias estructurales, dependiendo de la cantidad, posicion relativa y conectividad de sus

residuos de cisteinas.

Fue importante estudiar una especie vermivora del Atlantico americano -C.
austini-, ya que la mayor parte de los estudios se han hecho con toxinas de conos
piscivoros y molusquivoros del Indopacifico, los que estd sumamente documentado y, en
menor parte, con toxinas de conos vermivoros. Por ejemplo, de las 32 especies de Conus
estudiadas, se han aislado mas de 115 conotoxinas, y de ellas, mas del 75 % corresponde
a especies provenientes del Océano Indopacifico. Del 25 % restante, solo han sido
aisladas 7 toxinas de conos del Atlantico y 4 del Pacifico amenicanos (Apéndices 1 y 2).
En este trabajo de tesis se presentaron 5 nuevas secuencias de conotoxinas provenientes
de la especie Conus austini, recolectada en el Atlantico americano. De estas secuencias,
una presentd un nuevo patron estructural de los residuos de cisteina, mientras que otras
dos presentaron un nuevo patron de cisteinas para caracoles vermivoros. También se
caracterizé un nuevo péptido similar a las y-conotoxinas, y se obtuvo la secuencia parcial

de un péptido con vanas modificaciones postraduccionales, y sin cisteinas.

Con respecto a los estudios biologicos de Cornus, de igual forma, ta mayor parte de
los estudios se han realizado con especies del Indopacifico. Del Atlantico americano
(Brasil), sélo se habia descubierto la alimentacion de la especie C. regius (poliquetos
anfindmidos) (Vianna-Braga et al., 2005).
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Esta Tesis seria el segundo caso en el que se reporta la alimentacién de un Conus
del Atlantico americano. Se tenian ciertos indicios que la especie C. austini se alimentaba
de gusanos porque la apertura de su concha es estrecha (a diferencia de los caracoles
piscivoros y molusquivoros, que atrapan presas mayores, y que tienen una apertura de la
concha mas amplia (Lim, 1970)). De los 60 ejemplares de C. austini analizados del
contenido estomacal, sélo 8 de tuvieron restos localizados en los intestinos, ya en
avanzado estado de digestion (en algunas especies se han registrado que los conos pueden
asimilar el alimento en menos de 24 horas (Kohn, 1959)). No obstante, fue posible
identificar la presa consumida por los restos encontrados: quetas y mandibulas de
poliquetos (para una alimentacion vermivora). En caso de piscivoria, se podrian encontrar
escamas y vértebras de peces, o el opérculo o restos de la concha, cuando es una

alimentacién molusquivora (Kohn & Nybakken, 1975).

Ademas del estudio bioldgico que permitid conocer la dieta de la especie estudiada,
este proyecto tuvo dos aspectos principales: por una parte, la caracterizacion bioquimuca
de algunos péptidos (punficacion y secuencia de aminoacidos) y, por otro lado, la
caracterizacion biologica (pruebas de especificidad biolégica de los péptidos purificados

en diferentes animales).

El andlisis de la estructura primaria de las conotoxinas de C. austini requirid de
multiples métodos de anlisis quimico, debido a que las conotoxinas presentan la mayor
cantidad de modificaciones postraduccionales encontradas en cualquier péptido o
proteina de origen amimal. Por ejemplo, Ja secuencia del bromocontrifano, un
octapéptido, tiene dos cisteinas que forman un puente bisulfuro, el extremo terminal
amidado, la hidroxilacion de [a prolina, la epimerizacion de un triptéfano y la bromacién
del otro tnptofano (Terlau & Olivera, 2004). Definitivamente las conotoxinas son unas de

las moléculas mas compactas, pero a las vez unas de las mas complejas de la naturaleza.
Con relacién a la punficacion del veneno de C. austini, este presentd numerosos

componentes. Al menos 25 fracciones se obtuvieron en el primer paso de purificacion

(Fig. 5), y las punficaciones posteriores de algunas de las fracciones mayoritarias
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permitieron distinguir dos o mas componentes individuales (Fig. 6). Se seleccionaron
cinco fracciones mayoritarias del veneno, porque cada extracto venenoso puede tener mas
de 150 componentes proteicos. Ademads, es comun que la cantidad purificada del péptido
sea muy baja (en el orden de nano o picomoles), por lo que no siempre es suficiente el
material puro para realizar los ensayos biologicos (Aguilar et al.,, 2005a; b). Este fue el
caso también con Conus austini: la baja cantidad de los pébtidos purificados (en el
intervalo de nanomoles), sélo permitid realizar pocos bioensayos en los diferentes
modelos bioldgicos. En el caso del péptido asB, ni siquiera fue posible su evaluacién en

ningun animal.

La variabilidad estructural que pueden presentar las conotoxinas en el veneno de
una especie quedé manifestada en este trabajo. Por ejemplo, la conotoxina as15a presentd
23 aminoacidos, con un patron estructural de 6 cisteinas nuevo para el campo de las
conotoxinas: ~-C-C-C-C-CC- (Tabla 9).

Tabla 9. Propiedades de conotoxinas con 6 cisteinas

Arreglo de cisteinas Familia Referencias

cC-C-C-C-C oA Santos et al., 2004.
ccc-Cc-Cc-C o Ramilo et al., 1992; Jiang et al., 2005.
c-Cc-CC-C-C TR Cruz et al., 1985; Shon et al., 1997.
cC-C-C-CC o, x, 5, u0 Terlau & Olivera, 2004.
CC-C-C-CC ¥ Fainzilber et al., 1998.
C-C-C-C-C-C Espasmddicos Lirazan et al., 2000.
C-C-C-C-CC ? Este trabajo.

Se propuso el nimero 15 (0 XV) para el arreglo de cisteinas de asl5a, de acuerdo

con el criterio propuesto por Olivera y Cruz (200]).

: , _

El patrén estructural de 6 cisteinas se ha presentado ampliamente en las
conotoxinas (Tabla 9) (Terlau & Olivera, 2004). No obstante, también existen toxinas
con 6 cisteinas que han sido aisladas de otros animales venenosos: en particular, el disefio

denominado “nudo de cisteinas” (CC-C-C-CC), que esta presente en una gran diversidad
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de especies de anémonas marinas, arafias y escorpiones y, de manera sorprendente,
también se han aislado toxinas de estas caracteristicas en hongos y plantas (Craik et al.,
2001).

No obstante, las conotoxinas presentan ciertas caracteristicas exclusivas con
respecto a otras toxinas: las conotoxinas generalmente son mucho mas pequefias (de 10 a
30 aminoacidos), que las toxinas peptidicas similares preparadas por otros animales
venenosos (Olivera et al., 1990), pero contienen igualmente una alta proporcién de
cisteina en sus estructuras, lo que les permite estabilidad conformacional mediante el
establecimiento de multiples enlaces de disulfuro intramoleculares a medida que el
péptido se pliega. Son estructuras de conformacion rigida, estable, y de variadas formas,
segiin como se establezcan los enlaces disulfuro. Ademas, sélo con pequefios cambios en
los residuos intercisteinas se puede modificar la selectividad de la toxina hacia un subtipo
de canal o receptor idnico. Debido a estos factores se ha presentado esta convergencia
evolutiva para toxinas pequefias, estructuralmente muy resistentes y con una gran
selectividad para bloquear o modular los canales o receptores idnicos u otras moléculas
involucradas en la transmision de los impulsos nerviosos y/o musculares (Craik et al.,
2001).

De Conus austini también se aislé una secuencia de aminoacidos con un patrén
estructural de nudo de cisteinas. Se trat6 de la secuencia de aminoacidos del péptido as7a
(31 residuos), que resulté similar a las y-conotoxinas que han sido caracterizadas
previamente de dos caracoles molusquivoros -Conus fextile y C. pennaceus- (Fainzilber
et al., 1998), asi como de un cono vermivoro del Atlantico -C. delessertii- (Aguilar et al
'2005a). (Tabla 10).

Tabla 10. Comparacién de las secuencias de las y-conotoxinas conocidas.

TXVIIA CGGYSTYCYVD--SyCCSDNC--—-—-- VRSYCTLF&
y-PnVIIA DCTSWFGRCTVN--SYCCSNSC----—- DQTYCYLYAFOS
de7a ACKOKNNLCAT TYMAYCCSGFC--—-—-- LIYRCS&
as7a TCKQKGEGCSLD-~VyCCSSSCKPGGPLFDFDC

* * ke ok Ok % *

*= muestra los residuos idénticos entre las diferentes conotoxinas. &= amidacion del extremo
carboxilo. y = y-carboxiglutamato; O = bidroxiprolina.
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comparten con otras familias de toxinas (8, nO, x y w-conotoxinas), los péptidos de la
familia de las y-conotoxinas presentan la combinacion de residuos yCCS, que permiten

separarla de las otras familias de péptidos de la superfamilia O (Tabla 10).

Otro ejemplo de toxinas de pequefio tamafio pero con varias cisteinas fueron
aisladas de C. ausfini en este trabajo. Los péptidos asl4a y asl4b, presentaron un patrén
de 4 cisteinas separadas; este especiamiento de cisteinas es la primera vez que se reporta
para caracoles vermivoros. Se propuso el nimero 14 (o XIV) para el arreglo de cisteinas
de asl4a/b. Hasta ahora, la Gnica conotoxina que comparte este arreglo es la conotoxina
Conl4 (Olivera et al.,, 1990), un péptido de 19 residuos aislado de C. geographus, una
especie piscivora del Indopacifico. Sin embargo, el péptido Conl4 comparte sélo 3 y 2
residuos con asld4a y asldb, respectivamente. Ademas, el nimero de residuos
intercisteinas es claramente diferente para el péptido Conl4 con respecto a los péptidos
de C. austini, es decir, inucamente el primer espacio entre las primeras dos cisteinas tiene

el mismo numero de residuos, es decir, tres (Tabla 11).

Tabla 11. Alineamiento de secuencias de los peptidos as14a/b con el péptido Conl4.

Conld KFLSGGFKYIVCHRYCAK-GIAKEEF--CN-~CPD&
* * * * %* * % *
aslda GGVGR--CTIYNCMNSGGGLNEFIQCKTMCY
* *HkK* x ok * N
asldb RWDVDO—CIYYCLNGVVGYSYTECQTMCS&
* * * *

*= muestra los residuos idénticos entre las diferentes conotoxinas. &= amidaciéon del extremo
carboxilo. y = y-carboxiglutamato; O = hidroxiprolina.

Existen otras clases de conotoxinas con 4 cisteinas en sus secuencias -o-
conotoxinas y T-conotoxinas-, que presentan arreglos de cisteinas caracteristicos, que
definen diferentes patrones estructurales y blancos farmacolégicos definidos (y

generalmente de pequefio tamafio) (Tabla 12).
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Tabla 12. Caracteristicas de las conotoxinas con 4 cisteinas.

Patrén No. Clase Blanco Referencias
aa farmacolégica
12-19 | a-conotoxinas R. acetilcolina nicotinicos Santos et al., 2004
CC-C-C p- conotoxina TIA |R. adrenérgico al Sharpe et al., 2001
11-19 | Superfamilia T: '
g-TxIX Reduce flujo de Ca** Rigby et al., 1999
CC-CC x-MrlA Transportador de Sharpe et al,, 2001
norepinefrina
29 |Conl4 ? Olivera et al., 1990
C-C-C-C 27 |asl4a ? Este trabajo
28 |asl4b ? Este trabajo

Otras diferencias también son observadas en conopéptidos con 4 cisteinas:
conotoxinas que contienen al menos un par de cisteinas adyacentes, como las o-
conotoxinas y las p-conotoxinas (12-19 residuos), las y y e-conotoxinas (11-15 residuoé),
que son mas cortas que los péptidos con 4 cisteinas no adyacentes (patron estructural XTIV
o 14), que incluyen a los péptidos asl4a y as14b de C. austini con 27 y 28 residuos,

respectivamente, y el péptido Conl4 de C. geographus, con 29 aminoacidos (Tabla 11).

Otros péptidos de Conus contienen, en lugar de cisteinas, un gran nimero de
residuos y-carboxilados de 4cido glutamico (y), los cuales son igualmente responsables de

su estabilidad conformacional (Bandyopadhyay et al., 1998; 2002).

Este es el caso del péptido asB de C. austini, que presentd 3 residuos de y-
carboxigfutamato y un residuo de hidroxiprolina. Los caracoles Conus son los (nicos
invertebrados que se conoce hasta el momento que sintetizan y-carboxiglutamato
(Bandyopadhyay et al, 1998; 2002). Las toxinas que tienen la mayor cantidad de
residuos de y-carboxiglutamato son las conantoquinas, con 5 (Haack et al., 1990). EQ las
conantoquinas el carboxiglutamato, en presencia de calcio, provoca una conformacion
alfa hélice. En las conantoquinas, el carboxiglutamato también en un componente es vital
para mantener la actividad biologica de los peptidos. Por ejemplo, se pierde el efecto
biolégico de la conantoquina-G cuando todos los residuos de y-carboxiglutamato son

descarboxilados a glutamato (Myers et al., 1990). Otras conotoxinas que contienen -
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carboxiglutamato han sido descritas: TxVIIA (Fainzilber et al.,, 1991); de7a (Aguilar et
al., 2005a), y-PnVIIA (Fainzilber et al., 1998), e-TxIX (Rigby et al., 1999) y el péptido
“bromosleeper” (Craig et al., 1997). En el caso del conopéptido de C. austini,
probablemente la alta cantidad de residuos de carboxiglutamato le confieren estabilidad

estructural y probablemente también son importantes en la actividad bioldgica.

Respecto a la actividad biolégica, los primeros estudios de los venenos de Conus
se realizaron en especies piscivoras, por lo que los efectos bioldgicos de los péptidos
aislados se estudiaron en modelos de receptores y canales para vertebrados; por ello no se
conocia su mecanismo especifico de acciéon en sus otros géneros de presa, como
moluscos o gusanos marinos. Recientemente se ha ampliado el espectro de especies de
Conus estudiadas; ademas de las especies piscivoras, se han estudiado especies
molusquivoras y vermivoras, y se ha determinado la accidén de los péptidos aislados en
otros modelos de canales y receptores, por ejemplo en modelos de invertebrados (Spira et
al., 1993; Kits et al., 1996, Fainzilber et al., 1991; 1996; 1998; Mclntosh et al., 1994), lo
cual ha permitido encontrar nuevos tipos o familias de conotoxinas con acciones

biologicas diferentes,

La actividad biolégica de muchas conotoxinas ha sido evaluada por la inyecction
directa de la fraccion venenosa o del péptido purificado en el sistema nervioso central del
ratén, y ha sido probado que este método es efectivo apara identificar componentes
activos en mamiferos, aun cuando los péptidos fueron aislados de conos vermivoros.
Como ejemplos tenemos las conotoxinas o-Iml y a-Imll, de C. imperiales (provocan
convulsiones y temblores) (Macintosh et al., 1994); contrifano-Vn, de C. veniricosus
(sindrome de cola rigida) (Massilia et al., 2001). Otro aspecto importante del uso de los
ratones como modelo biologico, es que se conoce detalladamente la funcién de
numerosos canales y receptores idnicos que expresan diferentes células nerviosas de esta
especie (Gad & Changelis, 1992; Hille, 2001). Ademas, en algunas ocasiones, el
comportamiento manifestado por los ratones puede dar un indicativo del blanco de accion

molecular de la conotoxina evaluada (Olivera et al., 1999).
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Asf, uno de los estudios iniciales con la especie C. geographus consistio en la
inyeccion intracerebral (i.c.) de cada unA de las diferentes fracciones obtenidas de la
separacion cromatografica del veneno total, observandose que la mayor parte de estas
ejercian efectos que modificaban el comportamiento normal de los ratones, y que estas
modificaciones eran de naturaleza variable segin el péptido (Olivera, 2000). Este mismo
experimento se realizé luego con las fracciones separadas mediante cromatografia de la
especie C. magus, y los resultados se ilustran en la figura 11. Las w-conotoxinas MVIIA
y MVIIB fueron purificadas de las fracciones que provocaron un constante temblor en los
ratones inyectados. Igualmente, las fracciones de la cromatografia del veneno total de C.
geographus que provocaron temblor al ser inyectados en ratones, resultaron luego ser o-

conotoxinas.

Muchas otras clases de conopéptidos han sido igualmente purificados con base en
la modificacién que producen al ser inyectados en el cerebro de ratones; asi, las
conantoquinas producen suefio en ratones menores a 14 dias e hiperactividad en ratones
de mayor edad; los ratones inyectados i.c. con contulaquinas se ponen lentos o
“perezosos”, y solamente caminan si son forzados a hacerlo; la inyeccién i.c. de
contrifanos produce rigidez y horizontalidad de la cola de los ratones; la inyeccion i.c. de
O- y H-conotoxinas en ratones, invariablemente produce la paralisis y muerte del animal,
y las conopresinas producen un notable incremento en la actividad de “rascarse” y

“acicalarse” de los ratones (Olivera & Cruz, 2001).

Las modificaciones de comportamiento producidas por la inyeccién ic de
conotoxinas en ratones han sido empleadas para la busqueda y caracterizacién de los
péptidos de la misma familia. Como ejemplo de esto, se aprovechd el resultado de este
bioensayo para obtener una conopresina de la especie C. imperialis, que fue repurificada
de la fraccion del veneno total que producia incremento en el rascado luego de la
inyeccion 1.c. en ratones. Asi, fue posible ubicar las conopresinas de especies vermivoras,
dado que las primeras conopresinas aisladas se obtuvieron de especies piscivoras
(Nielsen et al., 1994).
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Igualmente, el bioensayo mediante inyeccion i.c. en ratones permite la
caracterizacion fisioldgica de las conotoxinas. Las contulaquinas dan lugar a dos
conductas distintas luego de la inyeccidn ic en ratones que se observan inmediatamente
después que el ratén es levantado por la cola durante un segundo y luego colocado sobre
una mesa de trabajo. En primer lugar, el animal camina unos pocos pasos y luego
descansa con sus patas traseras abiertas y el vientre sobre la mesa, y asi permanece a
menos que sea empujado; y luego el animal continda lento o “perezoso”, pero la posicién
de sus patas traseras se asemeja a la de los ratones control, o inyectados solamente con
solucion salina normal. Los mismos efectos se producen por la inyeccién de
neurotensina; el tempo de aparicién y recuperacion de cada uno de estos sintomas puede
ser registrado a diferentes dosis de inyeccién de contulaquina-G, y luego comparado con
la duracién de los mismos luego de la inyeccion de neurotensina, lo que permite afirmar
que [a contulaquina-G es el primer péptido anidlogo a neurotensinas aislado de
invertebrados. En este estudio, se realizaron ensayos de enlace entre contulaquina-G y
neurotensina a receptores de neurotensina, que permitieron corroborar este resultado
(Craig et al., 1999b).

Por lo tanto, se decidié evaluar bioldgicamente, con base en el comportamineto de

los ratones, las conotoxinas atsladas de C. austini.

La toxicidad de aslSa fue evaluada mediante la inyeccidn intracerebral de raton,
utizando dos dosis —120 y 240 pmol/ratéon (6 y 12 pmol/ g de raton, respectivamente).
Se observd un efecto paralitico con extensién de las extremidades en los ratones con
ambas dosis, aunque hay que considerar que, en el caso de la dosis de 120 pmol/ratén, el
efecto se presentd Unicamente en un animal (n=3), mientras que con la dosis de 240
pmol/ratén, el efecto paralitico fue observado en dos ratones y causé la muerte de ellos.
Es importante mencionar que la paralisis observada en los ratones tratados con toxinas no
se presento en los ratones inyectados con solucidn salina, aunque tambien debe notarse

que el nimero de ratones utilizado en cada grupo (control y experimental), fue reducido.
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Probablemente la paralisis provocada en los ratones por la inyeccidn del péptido
asl5a de C. austini podria dar un indicativo del blanco farmacolégico. Por ejemplo, se ha
demostrado que las alfa conotoxinas, que tienen como blanco farmacolégico receptores
de acetilcolina nicotinicos, provocan efectos paraliticos en los ratones después de su
inyeccién intracerebral (Olivera et al., 1999). En el caso de C. austini, se tienen los
antecedentes de Feregrino-Pérez (2004), quien evalio la actividad del extracto crudo de
esta especie en ileon de cobayo. El veneno crudo provocd alteraciones en la
neurotransmisién colinérgica del modelo evaluado. No obstante, tendria que evaluarse la
actividad bioldgica del péptido aslSa en un modelo electrofisiologico qué exprese

canales colinérgicos para comprobar esta hipotesis.

También se evalu6 la actividad tdxica del péptido as15a en los peces Lebistes
reficulatus 'y en los moluscos Pomacea paludosa y Patella opaea. La inyeccién
intramuscular (i.m.) del péptido asl5a no produjo ningin efecto toxico aparente en estos
animales. Se decidié evaluar las toxinas purificadas en peces porque han sido utilizados

para evaluar la actividad biologica de las conotoxinas purificadas.

Como ejemplo tenemos la conotoxina a-E1, de C. ermineus, que fue activa en
peces y ratones a una dosis de 1 nmol/pez (Martinez et al., 1995). De igual forma, el
contrifano-Vn, de C. ventricosus, fue activo en peces Gambusia affinis provocando
secrecion abundante, mientras que en los ratones causé el sindrome de cola rigida
(Massilia et al.,, 200]1). No obstante, también existen casos de toxinas activas en peces y
no en ratones. la conotoxina a-CnlA, de C. consors, provocd paralisis flactda en peces
Gambussia affinis con una dosis de 650 pmol/pez, via i.m. No obstante, la toxina no tuvo
efecto en ratones via t.c, con la misma concentracion (Favreau et al., 1999). Por otro
lado, la conotoxina a-SII, que fue toxica en peces con dosis de 100 pmol, 1 y 5 nmol/pez,
no produjo ningun sintoma en los ratones en concentraciones de 20 nmol/raton (1000
pmol/g de raton (Ramilo et al., 1992)). Se decidid utilizar en este trabajo, para evaluar e]
efecto toxico de los péptidos asiSa y as7a de Conus austini, la especie Lebistes
retficulatus, porque pertenecen a la misma familia —Poecilidae-, que los peces Gambusia

affinis; ademas, el tamafio es similar (<2 cm).
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Debido a que la conotoxina asl5a s6lo presento actividad en ratones y no en peces
ni moluscos, probablemente podria ser una herramienta farmacologica selectiva para

estudiar alguna via de comunicacién critica del sistema nervioso central de los ratones.

Por otro lado, la inyeccién intracraneal de asl4a y asl4b provoco en los ratones
una conducta de rascado y de acicalamiento de diferente intensidad (concentracion de
120 pmol/ratén (~6 pmol/g de ratdn)), que fue similar a la respuesta producida por el
péptido Conl4 de C. geographus (no se especificé la dosis utilizada (Olivera et al,
1990)). A pesar que los sintomas de rascado y acicalado producidos por los péptidos de
C. austini fueron reversibles, la dosis utilizada tambien fue muy baja (debido a la baja

disponibilidad de la toxina no se evaluaron mayores dosis).

No obstante, la similitud estructural entre los péptidos asl4a/asl4b y el péptido
Conl4 (Tabla 11), sugiere que los tres péptidos pueden compartir el blanco biolégico en
el SNC de los ratones, aunque en ninguno de los casos se ha determinado el blanco de

accidn molecular.

Existen otros péptidos que provocan e! sintoma de rascado que han sido aistados
de caracoles vermivoros también: Lys-conopresina-G de C. imperialis (Nielsen et al.,
1994), que actiia sobre los receptores de vasopresina, y los péptidos QcIlIA, QcllIB y
QcVIA, de C. gquercinus, cuyo blancos farmacologicos aun no se identifican (Abogadie et
al., 1990).

Con relacion a los péptidos de C. austini, la estructura del péptido as14b presentd
varios residuos que podrian estar relacionados con su actividad biolégica (Tabla 11). Por
ejemplo, los residuos de valina presentes en las posiciones 26 y 27, también los presenta
el péptido opiode deltorfina C (secuencia YAFEVVG), que produce analgesia (Ji et al.,
1995). El péptido as14b tuvo otra caracteristica estructural importante: la doble tirosina-,
que también ha sido encontrada en la familia peptidica pancreatica, formada por el
polipéptido pancreatico (abreviado PP), el neuropéptido Y (abreviado YY), y el péptido
PYY.
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Es posible que ia combinacion de dobles tirosinas presentes en el péptido asi4b
aumentara el sitio de reconocimiento de los canales o receptores del modelo ensayado v,
por lo tanto, los ratones manifestaron efectos mayores en el SNC, comparado con asl4a,
en el que sblo presentaron efectos moderados (Tabla 7). Presumiblemente los verdaderos
receptores del péptido Conl4, de C. geographus (una especie piscivora), sean canales
16nicos 0 receptores presentes en los peces que componen su dieta, y los sintomas de
rascado que se producen en los ratones se deban a que existen canales i6nicos o

receptores homologos a los de los peces.

En el caso de los peptidos asi4a/b, de C. austini, probablemente los receptores
blancos moleculares sean canales idnicos o receptores presentes en los gusanos
poliquetos que cazan, Desafortunadamente, no se evalué la toxina de C. geographus en
peces, ni las de C. austini en poliquetos para corroborar esta hipOtesis. Aunque existe
cierta evidencia que los canales i6nicos y receptores son moderamentente conservados en
diferentes sistemas filogenéticos (Anderson & Greenberg, 200]). Asi que, dada la
similitud estructural y en actividad biologica de los péptidos Conl4, de C. geographus, y
los péptidos asl4a/b de C. austini, presumiblemente algunos blancos biologicos entre los

mamiferos, los peces y los gusanos deben ser moderadamente conservados.

A pesar de lo dicho anteriormente, la complejidad farmacolégica de los
venenos de Conus no puede ser explicada solamente por la estrategia de producir toxinas
que paralizan las presas (Fainzilber et al,, 1991). Por ejemplo, los efectos conductuales
producidos por 8-TxVIA en langostas, claramente no son un efecto paralitico (esta
toxina, aislada del caracol moluscivoro C. fexrile, provoca que los crustaceos se tornen
muy agresivos, por lo que originalmente se le denomind péptido “King Kong). Tal
fenomeno puede sugerir una interaccion de §-TxVIA con blancos moleculares de
langosta con funciones muy diferentes a los de blancos neuronales de moluscos, que son
canales de sodio activados por voltaje (Hillyard et al., 1989). Otra posible explicacién es
que los blancos biolégicos de una conotoxina pueden ser a nivel de un subtipo de un

canal o receptor 10nico que Gnicamente esta presente en una de las especies evaluadas.
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La siguiente explicacion de actividad biologica de las y-conotoxinas podria cumplir con

este Ultimo aspecto:

Se aislé un péptido de C. austini (as7a), similar a tas y-conotoxinas de C. fextile
(Fainzilber et al., 1991) y C. pennaceus (Fainziber et al,, 1998), ambos caracoles
molusquivoros, y de C. delessertii, un caracol vermivoro (Aguilar et al.,, 2005a). Con
respecto a la actividad bioldgica de las y-conotoxinas, solo se han evaluado las toxinas
TxVIOA de C. textile y PnVﬁA de C. pennaceus. la toxina TxVIIA tuvo actividad
biolégica en neuronas caudodorsales de Lymnaea (un caracol dulceacuicola), pero no
presentd actividad en neuronas de Aplysia (un nudibranquio) (Fainzilber et al., 1998). Por
otro lado, la toxina PnVIIA tuvo el efecto contrario a la toxina TxVIIA: presentd
actividad en la especie marina pero no en la dulceacuicola (Fainzilber et al., 1998).
Respecto al péptido de C. austini; la especificidad biol6gica fue similar a la toxina
PnVIIA de C. pennaceus: sélo se presentd en el molusco dulceacuicola Pomacea
paludosa, pero no en la especie marina Patella opaea (aunque habria que aclarar que los
moluscos nudibranquios de la especie Aplysia no estan relacionados filogenéticamente
con los caracoles Patella, aunque ambos pertenezcan al Phyllum Gastropoda). Asi que,
hasta el momento, las y-conotoxinas tienen diferentes especificidades a nivel de! molusco
evaluado, pero los mecanismos que favorecen esta especificidad bioldgica son aln

desconoctdos.

De esta forma, las y-conotoxinas evaluadas bioldgicamente hasta el momento
podrian ser herramientas Gtilies para estudiar el sistema nervioso de ciertos moluscos.
También, al parecer, las y-conotoxinas no presentan actividad en los modelos ensayados
de mamiferos: la inyeccion intracraneal del péptido as7a de C. austini, no causd ninguna
actividad en ratones; por su parte, la toxina TxVIIA tampoco provocd toxicidad en ratas

(Fainzilber et al., 1998).
Asi que en este trabajo se muestra la complejidad estructural de las conotoxinas
presentes en el veneno de C. austini. Los péptidos caracterizados del veneno de Conus

austini permitien suponer que los caracoles vermivoros también tienen una estrategia
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bioquimica similar a los conos piscivoros y molusquivoros, que es la produccién de
péptidos con 15-35 aminoacidos en promedio, con una alta proporcién del residuo
cisteina, formando generalmente 2-3 puentes bisulfuro. La variabilidad en los patrones de
cisteinas obtenidas de los péptidos de C. austini quedaron evidenciados con el péptido
asl5a, que presenté un nuevo espaciamiento de 6 cisteinas, y con los péptidos asl4a/b,
con cuatro cisteinas, en un nuevo patrén para caracoles vermivoros. Probablemente la
colonizacién de nuevos ambientes por parte de alguna especies de Corus, a partir de
alejamiento de su centro de radiacién ecoldgica —el Indopacifico-, permitié la evolucion
de conotoxinas con nuevas estructuras y probablemente blancos bioldgicos ante la
presencia de nuevas presas y/o depredadores (Kohn, 1990). De esta manera, los
resultados obtenidos muestran que seguramente seguiran encontrandose nuevas familias
de conotoxinas conforme se amplie la investigacion de especies de Conus aisladas
geograficamente con respecto a las especies del Indopacifico, que han sido las especies

mayormente estudiadas (Apéndices 1 y 2).

Con respécto a los ensayos bioldgicos, los resultados mostraron que las
conotoxinas de C. ausfini presentaron actividad en ratones y moluscos, aunque son
estudios preeliminares y sera necesario, en el futuro, utilizar modelos en tejidos o células
para determinar la actividad bioldgica precisa en receptores o canales idnicos. También,
como un aspecto prospectivo y aunque se ha comprobado que los ratones son un modelo
muy utilizado para evaluar la actividad de las conotoxinas, ya que ocasionan trastornos de
la conducta normal del ratén, serd necesario utilizar un mayor namero de muestra, as
como las concentraciones utilizadas, para aumentar la evidencia toxinolégica para el

raton y cualquiera otra especie utilizada.

71



X. CONCLUSIONES

1. Este es el segundo reporte acerca del tipo de alimentacion de un cono del Atlantico

mexicano, y permitié determinar que C. austini es una especie vermivora

2. Se descubri6 una conotoxina (asl5a) que presentd un nuevo patrén de los residuos de
cisteinas: C-C-C-C-CC. La conotoxina tuvo actividad biologica en ratones, aunque no se

identificd el blanco de accion.

3. Se ha caracterizado parcialmente una toxina (asB), que present6 varias modificaciones

postraduccionales: tres residuos de y-carboxiglutamato y uno de hidroxiprolina.

4. Se caracterizd un péptido (as7a) similar a las y-conotoxinas. Es la segunda toxina de
esta familia que se caracteriza de un caracol vermivoro. Este péptido causd sintomas

aparentes de toxicidad en un molusco.
5. Se descubrieron dos toxinas (asl4a y asl14b), que tienen un patrén de cisteinas nuevo

para caracoles vermivoros: C-C-C-C. Ambos péptidos provocaron alteraciones en la

conducta de ratones, aunque el blanco preciso de accion no fue determinado.
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species (~75%) specifically prey on polychaete worms, most
studies on conotoxins have been done on fish- and mollusc-
eating species. In fact, only ~10-15% of the family envenomate
fish, and a similar percentage preys on other gastropods [12].
Almost all the species studied have been collected from coral
reefs of the Indo-Pacific region [20]. It has been estimated that
the venom of each Conus species has between 50 and 200
biologically active peptides, most of which are cysteine-rich
peptides of 7—40 amino acids. The majority of the conotoxins
contain 14 disulfide bridges, and cysteine residues are usually
separated by 0-6 amino acids. Cysteines are arranged in only a
few patterns, which are diagnostic of the gene superfamily
that encodes the peptide, and in many cases they can indicate
the pharmacological target of the conotoxin [16]. The O-
superfamily is among the best studied, and it consists of 3-,
nO-, k-, w-, and y-conotoxins that share a common cysteine
pattern (C-C-CC—C-C, three disulfide bonds) but have different
targets: 8- and pO-conotoxins affect Na* channels either by
inhibiting the fast inactivation of Na* currents (3-conotoxins)
or by inhibition of Na* conductance (nO-conotoxins); x-
conotoxins block voltage gated K' channels; w-conotoxins
inhibit Ca®* channels [22]. y-Conotoxins cause excitatory
effects in different molluscan neuronal systems: TxVIIA from
C. textile provokes strong excitatory effects in neurons of
Aplysia (a marine mollusc) [7], whereas y-PnVIIA from C.
pennaceus causes similar excitatory effects in neurons of
Lymnaea (a freshwater snail) [8]. Toxin y-PnVIIA acts as an
agonist of neuronal pacemaker cation currents, and it is the
prototype of the y-conotoxin family [8]. Recently, a «-
conotoxin-like peptide, de7a, was purified from a vermivorous
cone snail (C. delessertii) [1]. All these toxins have in common a
distinct motif (—yCCS-) that distinguishes them from other
conotoxin families (i.e., 8-, pO-, k-, and w-conotoxins).

Here, we describe the isolation and sequencingofa novel y-
conotoxin-like peptide from the cone snail Conus austini
collected at depths of 60-80 m in muddy areas of the Gulf of
Mexico. This peptide, which we have tentatively named as7a,

contains 31 residues, and it is a major component of C. austini;

venom. Peptide as7a showed toxic effects in Pomacea paludosa
(intramuscular injection), but had no significant effect on mice
(intracranial injection). The biology of C. austini has also been
investigated: microscopic analysis of the stomach content of
several specimens revealed the presence of chaetae in all
cases, which shows that the feeding type of this species is
vermivorous.

2, Materials and methods
2.1. Materials

Octadecyl (C18) and octyl (C8) reversed-phase high perfor-
mance liquid chromatography (RP-HPLC) columns were from
Vydac (Hesperia, CA). Reagents for N-terminal sequencing
were from Applied Biosystems (Foster City, CA). HPLC-grade
acetonitrile (ACN) was purciiased from Caledon (Georgetown,
Ontario, Canada); 4-vi dine from Sigma (St. Louis, MO)

nd trifluoroacetic acid (TFA) was

s (Fig. 1A) were collected at a depth of
ast of Tamaulipas, Mexico. The digestive

Fig. 1 - (Panel A) The worm-hunting cone.C. austini from the Gulf of Mexico, Mexico. Bar length is equivalent te 1 cm. (Panel

B) There are numerous kinds of cha

e that can be found in polychaetes. The picture shows just one example of chaetae
(200 um length) obtained from-the residual stomach contents of one C. austini specimen. Bar = 50 pm.
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—20 °C. Lyophilized whole venom was dissolved in deionized
water containing 0.1% of TFA and then centrifuged at
10,100 x g at 4 °C for 20 min. Total protein was quantified by
the. Bradford method [4] using the Protein Assay Kit with
bovine serum albumin as standard (Bio-Rad, Hercules, CA). For
isolation of the peptides from the crude venom and all
subsequent purification steps, solution A consisted of 0.1% of
TFA in water, and solution B was 0.085% TFA in 90% ACN.
Venom was loaded ~1 mg at a time onto an analytical RP-HPLC
C18 column (Vydac 218TP54; 4.6 mm x 250 mm, 5 pm particle
size) provided with a C18 guard column (Vydac 218GKS4;
4.6 mm x 10 mm, 5 pm particle size). Components were eluted
at room temperature, first isocratically (5% solution B for
10 min) and then by a linear gradient (5-55% of solution B for
90 min) at a flow rate of 1 mli/min. The absorbance was
monitored at 220 nm.

2.4.  Toxin purification

One fraction, as7a, was further purified at room temperature.
The first step used the same analytical C18 column employed
for the fractionation of the venom, using an isocratic step
(20% solution B for 20 min) followed by a gradient of 20-35%
solution B for 60 min, at a flow rate of 1 ml/min. The second
purification step involved an analytical C8 column (Vydac
208TP54; 4.6 mm x 250 mm, 5pm particle size) provided
with a MetaGuard Nucleosil C8 column (4.6 mm x 10 mm,
5 pm particle size) (Varian 0120-MG; Torrance CA), using an
isocratic step (20% solution B for 20 min) followed by a
gradient of 20-35% solution B for 150 min, at a flow rate of
1 ml/min.

2.5. Molecular mass characterization

Samples of the native peptide (~100 pmol) were subjected to
matrix-assisted laser desorption ionizaton time-of-flight
(MALDI-TOF) mass spectrometry on a Voyager DE Mas
Spectrometer (Applied Biosystems) equipped with delayed
ion extraction. Spectra were obtained in positive reflectg
mode using sinapinic acid as matrix.

2.6.  Sequence determination
Because of the possible presence of disulfide bo

peptide, a sample of as7a was subjected to redy

guanidine hydrochloride was added and disgolv
five microliters of 50 mM dithiothreitol was #dds

B for 20 min) followed by a linear gra
30 min), with a flow rate of 1 ml/mix

performed by automated Edman degragdation using a Procise
491 Protein Sequencing Systent:{Applied Biosystems).

2.7.  Biological assay

Molluscan toxicity was determined by injection of toxin as7a
into the foot of adult specimens of the snail Pomacea paludosa
(17-19 g body -weight) using a 29-gauge hypodermic needle.
The peptide as7a was dissolved in normal saline solution (0.9%
NaCl). Snails were injected with 30 pl of the peptide sample
(250 pmol/snail, n=3). Control animals were injected with
30 pl 0of 0.9% normal saline solution (n = 3). A positive response
was defined as the animal’s loss of ability to stay attached to
the vertical glass surface of the aquarium and the subsequent
contraction of the foot [7,9].

Four-week-old male mice (strain CD-1, 24-27g body
weight) were also used. Samples of as7a were dissolved in
0.9% normal saline solution. Mice were injected intracere-
brally with 30l of the peptide sample (500 pmol/mouse,
n = 3). The animals werg'observed at regular intervals for up to
2h to detect any behd change or death post-injection.
Control animals were jinjected.with 30 nl of 0.9% normal saline
solution (n=3) [5]

2 sedftience alignment programs, CLUSTAL W
iployed using the default settings (http:/

, the chitinous bristles protruding from the bodies of

pély’c’haetes. The chaetae found in a given sample were very
imilar to those found in any other sample, suggesting that C.

'au.é"n'ni preys on a rather limited number of closely related
“polychaete species. The species to which the chaetae belong

e unknown (Fig. 1B).
3.2.  Venom fractionation and toxin purification

A systematic characterization of the venom components of C.
austini was initiated by purifying one prominent peak, named
as7a, from the RP-HPLC eluate of the venom crude extract
(Fig. 2A). Further purification of as7a by RP-HPLC was carried
out in two different systems, as shown in Fig. 2 (B and C). Both
HPLC and MALDI-TOF (see below) were consistent with the
presence of a single peptide.

3.3. Mass spectrometry

The MALDI-TOF mass spectra of the native peptide as7a
yielded a [M+H]}* signal at m/z 3237.16, which corresponds to a
monoisotopic molecular mass of 3236.16 Da (Fig. 3). The
analysis of y-carboxy-Glu-containing peptides in the reflector
mode of MALDI-TOF has been shown to produce decarbox-
ylation of this type of post-translationally modified residue

PEP 66595 1-6

151

152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169

170

171
172
173
174

175

176

177
178
179
180
181
182
183
184

185

186
187
188
189
190
191
192

193

194
195
196
197
198
199



200
201

202

203
204
205
206
207
208
209
210
211
212

217
218

s REF L N
%\E\\\\%kk@\%\wmm W\\%&%ﬁm&\b&h%w% t&%\*\‘\\&\% 3

4 ' PEPTIDES XXX (2005) XXX-XXX
| l 1 (A)
300
§ 200-
2
100
ot , : ,
0 25 50 75 100
Time (min)
| B) | ©
45
(=4
=¥ %
<
£
181
0

T T T T

35 40 45 45
Time {min)

Fig. 2 - Purification of as7a. (Panel A) Fractionation of the venom extract {,} mg'tetal protein) by an analytical C18 column
eluted with alinear gradient from 5% to 55% solution B in 100 min at 1 ml/min;HPLC solutions were: 0.1% (v/v) TFA in water
(solution A), and 0.085% (v/v) TFA in 90% aqueous ACN (solution B), Thé&“sbgorbance was monitored at 220 nm and is
displayed as milli-absorbance units (mAU). (Panel B) The peak highlighted by arrow in panel A (as7a) was further purified
on the same column, using an isocratic step (20% solution A for 20 ad increasing solution B by 0.25%/min for 60 min
at1 ml/min. (Panel C) The peak highlighted by arrow in panel B (as7 | was fuyther purified on an analytical C8 column using
an isocratic step (20% solution B for 20 min) followed by a gradient of % solution B for 150 min, at a flow rate of 1 ml/
min.

[6,11]. Thus, the experimental monoisotopic mass obtained
corresponds to the decarboxylated form of as7a. Inunedlately upon injection, the snails dropped off and the
#Hot muscles shrank. The symptoms disappeared after 2 min.
1fi contrast, the control animals remained attached to the glass
ide of the aquarium.

The intracerebral injection of peptide as7a (500 pmol/
mouse) in mice did not cause any behavioral distress, as
compared with control mice. Either control or test mice
showed the transient symptoms associated with the injection,
i.e., stillness and agitated breathing for 3-5 min, followed by
inactivity up to 13-1S min after the injection, displacement in
the cage and scratching and grooming behavior for 11-15 min;
then they became still and fell asleep. For comnparison, lower
doses (120 pmol/mouse) of other toxic fractions of C. austini
isotopic mass (3236.16 Da). Thus, the ma venom (data not published) provoke paralytic effects in mice.
analysis confims the sequence and fidic

3.4.  Determination of amino acid sequence

4, Discussion

The predatory cone snails use their biochemically and
pharmacologically complex venoms to capture prey, defend
against predators, and compete with other animals in their
environment. Therefore, it is important to understand the

Aliquots of 250 pmol of as7a were inj
the foot of the freshwater snail B:
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Fig. 3 - MALDI-TOF mass spectrum of conotoxin as7a. The
m/z signal obtained at 3237.16 for as7a ([M+H]*) indicates a
monoisotopic mass of 3236.16 Da.

correlation between the feeding ecology of the various species
and the specificity of their neurotoxins towards different
animal taxa. The present study reports the purification and
the biochemical and biological characterization of a y-
conotoxin-like peptide isolated from the venom of C. austini,
a cone snail found in the Gulf of Mexico. This peptide was
named as7a, according to the nomenclature of conotoxins [18].
The feeding type of C. austini was previously unknown.
Microscopic analysis of the digestive tract content of C. austini

demonstrated the presence of chaetae (Fig. 1B) but not of

anatomical structures expected if fish (otoliths, bones, angd

scales) or molluscs (opercula) had been ingested. Thus, we:

conclude that C. qustini is a vermivorous species, in agreemgént
with the relationship between feeding type and shig)
characters proposed by Lim [13].

Until recently, y-conotoxins had only been isolaté
two molluscivorous cone snails (C. textile [7,14

TXVIIA CHGLETYCYYD ~ SPCCSONC VRSYCTLEF%
Y-paviin DOTSRPGRCTVN - - TYOCENSC - o - DYTECYLYAPCS
dea ACKGHERLCAYTPMRYCCSTRC - - - - - - LIYRCS&
an7a TORQRGBICSLE- -V YCUBS SCRPGIPLITRRC

2Rk R * L]

Fig. 4 - The primary structure of as7a froy
other y-conotoxins (TXVIIA from C. textﬂe'

of the CLUSTAL alignment has been e
translational modifications. The o
employed for standard amino acids.
modifications: y,y-carboxyglutamage
terminus and 0,4-trans-hydroxyprolitie. Identical

residues among all the pepudes displayed in bold
face at the bottom line.

pennaceus [8]) dwelling in coral reef habitats in the Indo-
Pacific. Thus, it was surprising to find putative y-conotoxins in
the venom of a worm-hunting cone snail (C. delessertii [1]) that
inhibits sandy areas of the American Atlantic Ocean. Based on
the present work, C. austini is the fourth species known to
produce this uncommon type of conotoxin and one of two that
are vermivorous.
y-Conotoxins, TxVIIA and y-PnVIIA share a structural motif
-SyCCS—, that has not been found in the other four-loop
" conotoxins of the O-Superfamily (i.e., 8-, pO-, 0-, and «-), and
that could be important for the three-dimensional structure
and biological activity of these peptides. Generally, the
disulfide bond arrangement and loop size determine the
selectivity for a particular receptor subtype; hence, conotoxins
from different Conus species thatbind to a particular site on a
receptor complex often exhibit the same disulfide framework
- as well as highly consgr ed amino acid sequences [2]. The
peptide studied in this: ,as7a, has some resemblance to y-
conotoxins from mal fzisgorous Conus, including the
sequence —yCCS- tlfat is fricluded in the motif (-SyCCS-) that
characterizes y-coriptoxingi{(Fig. 4). If the sequences of peptide
de7a [1} and of p 7a reported in this work are taken
into account, this ould be redefined as -yCCS-. It should
be noted that,*apart ffom this motif and the other four Cys
residues, th éptides show little sequence identity, only
four aming’ acids:#n two toxins from the molluscivorous
ily two residues in those from the vermivorous
cones; wién, thé'toxins from the mollusc-eating species are
compared with those of the worm- hunt’mg species, only one

egative;charge (as7a, 1-). Partcularly noteworthy is the
prefé"engg of six additional residues in the fourth intercysteine
Anap of as7a in comparison with the other known y-conotoxins

i The biological activity of y-conotoxins seems to be directed
.tov)ard mollusc species: y-PnVIIA caused some flaccidity or
laxation of the foot musculature of Patella caerulea (50 pmol/
00 mg body weight) [8], whereas TxVIIA produced marked
paralysis in this marine snail with a dose of 8.6 pmol/100 mg
body weight {7]. In the case of C. austini, peptide as7a provoked
the contraction of the foot of P. paludosa. Although the effect
elicited by as7a was not as pronounced as the effects produced
by TxVIIA, the dose injected was ~6-fold lower, 1.4 pmol/
100 mg body weight. On the other hand, the intracranial
injection in mice with peptide as7a (~2 pmol/100 mg body
weight) did not elicit any abnormal symptomatology; this
result is consistent with the absence of effect when toxin
TxVIIA was injected intraventricularly in rats at a dose of
~6 pmol/100 mg body weight [7]. The injection of venom
peptides into the CNS of rodents has proven to be an effective
method for identifying components active in vertebrates {19].

The biological specificity of the two y-conotoxins from
molluscivorous Conus venoms is clearly different: peptide
TxVIIA triggers action potential bursting in isolated medial
neurons from the pleuropedal ganglia of Aplysia (a marine
mollusc) [7], and it has no effect on the caudodorsal neurons
from Lymnaea (a freshwater snail), the target of y-PnVIIA [8].
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Thus, the structural similarities between peptide as7a from C. [2] Alewood P, Hopping G, Armishaw C. Marine toxins as
austini and TXVIIA from C. textile, and v-PnVIIA from C. sources of drug leads. Aust ] Chem 2003;56:769-74.
pennaceus, as well as their similar biological effects in molluscs 3] Anderson PAV, Greenberg RM. Phylogeny of ion chan_nels:

. . . clues to structure and function. Comp Biochem Physiol B
suggest the same, as yet unidentified, pacemaker channels in

2001;129:17-28.
the nervous system of a mollusc as a possible target for [4] Bradford MM. A rapid and sensitive method for the
peptide as7a. quantitation of microgram quantties of protein utilizing
The presence, in a worm-hunting species such as C. austini, the principle of protein-dye binding. Anal Biochem
of one y-conotoxin (as7a) with biological activity in a mollusc 1976,72:248-54. -

[5] Clark C, Olivera BM, Cruz L]. A toxin from Conus geographus
venom which acts on the vertebrate central nervous
system. Toxicon 1981;19:691-9.

[6] Craig AG. The characterization of conotoxins. ] Toxicol Tox

suggest that this peptide is the part of a defensive mechanism.
It has been documented that marine gastropods are subjected
to strong predation by crustaceans, fishes, and other gastro-

pods [24]. An alternative explanation is that some receptors in Rev 2000;19:53-93.

the nervous system of polychaete worms (the natural prey of [7] Fainzilber M, Gordon D, Hasson A, Spua ME, Zlotkin E.
C. austini) and other invertebrates (such as molluscs) are Mollusc-specific toxins from the venom of Conus textile
moderately conserved. In fact, evidence from cloning of ion neovicarius. Eur ] Biochem 1991;202:589-95.

[8] Fainzilber M, Nakamura T, Lodder JC, Zlotkin E, Kits KS,

channels and receptors suggests that these proteins appeared f
P &8 P PP Burlingame AL. y-Congtoxin-PnVIIA, a y-

early in the evolution of the Eukaryotes [3]. Conotoxins with a carboxyglutamate-cajitaiging peptide agonist of neuronal
narrow range of phylogenetic specificity, such as the novel y- pacemaker cation cdrgyits. Biochemistry 1998;37:1470-7.
conotoxin peptide as7a from C. austini described in this work, [9] Fainzilber M, Zlotki, tiaw bioassay reveals mollusk-

might become a useful tool to study the structure, function, specificity in mo us Conus venoms. Toxicon
and evolution of receptors and ion channels that determine 1992;30:464-9.
the physiology of the nervous system of molluscs. Further ~ [10] Halstead BW. Poi
investigation into the effects of this toxin is needed to reveal
its specific target and mechanism of action.

pysand venomous marine animals of

a combination of matrix-assisted laser
ization time-of-flight and electrospray
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Apéndice 1 . Secuencias de aminoacidos de conopéptidos reportados en la literatura

‘a) Conopéptidos sin

- clsteinas

Familia de las Contulaquinas

Contulaquina G ) " zs EEGGSNATKKPYI L ' Craig et al., 1999b
Conantoquinas

.Conantoquina G (P) GEyy L Qy NQ y Ll Ry KSN*». . Olivera et al., 1985a
Conantoquina L ) GEyy VAKMAAYLARYDAVN?* ' Jimenez et al., 2002
Conantoquina R ) GEYy Yy VAKMAAYLARYNI AKGCKVNCYFP* : A White et al., 2000
Conantoquina T P GEy7yYYVQKMLY NLRY AEVKKNA* Haack et al., 1990
Conorfamidas

Conorfamida Sr1 ()] GPMGewWVPV[YRF] ' " Maillo et al., 2002

b) Conopéptidos con 2

cistefnas

Conopresinas

Lys conopresina G (P) F1 RN P K G Nielsen et al., 1994
Leu conopresina G - (P) F I RN PLG"™* Cruzetal., 1987
Arg conopresina S P) I I RN P RG Cruz etal, 1987
Contrifanos

Contrifano P P) G OWDPW Jacobsen et al., 1998
Contrifano Sm . - (P) G OwWQP W Jacobsen et al., 1998
Bromocontrifano R P) GlclowE P W Jimenez et al., 1986
Contrifanovn - ) G D PWKP W Massliia et al., 2001



c) Conopéptidos con
mualtiples cisteinas

SUPERFAMI LI A A

o conotoxinas

a CnlA P) crRlcclhra [clekyvys c | Fraveau et al., 1999
acCniB P) G RJcCc|HPA cle KY Y s c Fraveau et al., 1999
a El P) RDoOJjcclrHP TlcINMS NP QI [c] Martinez et al., 1995
a Gl P) EfcCCINP A ClcRHY S cl Gray et al., 1981
a GIA P) Efc cIN P A clc RHY s cle K Gray et al., 1981
a GIc P) Glccl|s HPAlJc|Ja N QHI cl . Mclntosh et al., 2002
a GID P) I RDyjJcc|s NPA|c|JR V NNOHVIc Nicke et al., 2003
aGll P Efjc c HP AJcle KHF s c Gray et al., 1981
a Ml P) G RJc ¢C HP AJcle K NY s c I : Mclintosh et al., 1982; Jacobsen et al., 1999
a Ml P Glcc|s NP V|c[HL EHSNLIJCP Cartler et al., 1996
a PIA P RpDPlcCIsNPVfc[TVHNPO QI [c] _ Azam et al., 2002
a sl ) I jc ¢ NPAJclcP KY S c Zafarralla et al., 1998
a SIA P) YylcclH P A clc K NF D c Myers et al., 1991
a Vet ) glc ¢S DPRICINY DHPEI|CF Livett et al., 2002
a AulA M) GlcclsYyPPlcfFATNSDY]|C Luo et al., 1998
a AulB . ™) Glcc|sYyPPIlc[FATNPD ol Luo et al., 1998
a AulC ™) GlcclsyPPlc[FATNSGY]|cC Luo et al., 1998
a Epl ™) GlcclspPRICINMNNPDY]|C Loughnan et al., 1998
a PnlA M) GlcclsLPPlclJAANNPDY]|C]| _ Falnzilber et al., 1994
a PniIB (M) cglcclsLPpPlclaALSsSNPDY]|c| Fainzilber et al., 1994
a AnlA V) C CISHPAJC|JAANNOQDYI|C|" Loughnan et al., 2004
a AniB ) GGglccl]sHPAJjclAANNQDY|c] Loughnan et al., 2004
a AniC v) GGelcc|sHPAJc|IFAsSNPDY|/| Loughnan et al., 2004
alml ) GlcclsDP RIc|JA WR cl Mclintosh et al., 1994
almill V) Alc ¢c|s DRRJc|IR WR cl Ellison et al., 2003
aslt ®) clcCccnPAf]eP NYG[C]eT s[c]s Ramilo et al., 1992

p conotoxinas
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oA conotoxinas

oA EIVA
aA EiVB
aA OIVA
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kA conotoxinas
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¥, 6 A conotoxinas
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Jacobsen et al., 1997
Jacobsen et al., 1997
Teichert et al., 2004
Hopkins et al., 1995

Craig et al., 1998
Santos et al., 2004
Santos et al., 2004
Santos et al., 2004

Balaji et al., 2000
Mcintosh et al., 2000; Balaji et al., 2000
Balaji et al., 2000

Walker et al., 1999
Walker et al., 1999
Rigby et al., 1999; Walker et al., 1999
Walker et al., 1999



SUPERFAMI LI A 0 - \

5 conotoxinas

5 NgVIA ® sklcFsoeTFlclel kosctiLfcclsvr [lrsLFfch sFEe ' Fainzilber et al., 1995
§ PVIA ) EalclvaocTElclet koaglLlcclseEF lelbpevic| 6 ~ Shonetal, 1995
5 Am2766 M) clk aaceEslclpr FsanNfjcelveT [claFr1 el e Sudarslal et al., 2003
5 GmVIA ™M wkPlclRkecalLlclppri FanNfcclrReawnlclvL F Jelv Shon et al., 1994
8 TxIB , M) wlclk aseceEMlcINviDban|celpbe ylch vFEvicl Fainzilber et al., 1991
5 TxVIA M) WICIK Q S GE M|ICINL LD QN|cC|D G Yljc|i v L V|Cc]|T Fainzllber et al., 1995
nO conotoxinas

po GS _ ®Afcls cr s RrR[C]P P a cciMeLRclecrReaNPQK[cl caHED Yanagawa et al., 1988
pO MIVIA malcRk k wevlelh t scri YlcelporLifeler F v v ' _ Mcintosh et al., 1995
pO MrviB MmAlcls Kk k weyYlecll LeaFvVvyYlcclpalL GPF V v ' _ Mclntosh et al., 1995
x conotoxinas . _ -

x PVIIA @ [Jr onak[c]FantLo DES RK[E]N R F N k]c]v Tertau et al., 1996; Shon et al., 1998b
o conotoxinas

w CVID clk s K cAK[clskL MY D cclresfclsectvertr [c} Lews et al., 2000
w CaTVIIA : ®) clk eao [elrrRLMYD ccHaesllsssker |c Favreu et al., 2001
w GVIA ® clk socgsslclsoTsyN cclR sleNovy T R [cv:+ Olivera et al., 1984
w GVIB P . clk spesslclspPpTsvynN cclR slcINnPpYTKRRIc|lv G Olivera et al., 1985b
w GVIC ®) clk sPessiclspPpTsyN cclR sleINPYTKR e Olivera et al., 19850
w GVIIA ® clk speTPlclsRGMRD cclr slcltrysnNnk lcRrY Olivera et al., 1985b
w GVIIB P ckkspaeTPrlclsrReMRD cclr slcltsysnNk JelrRrY Olivera et al., 1985b
w MVIIA ®) clk keAaKklc|srRLMYD cclreslclrs 6k cl Olivera et al., 1985b
w MVIIB ) clk keAs|clHRTSsSYD cclreslcINr G K c Olivera et al., 1985b -
w MVIIC ®) clk ckcAaPlcRKTMYD cclseslclerRRrR GK cl Hillyard et al., 1992
wMVID P sTRlcloegrRGeAsSIERKTMYN cclseslcINRrRGR cls Monje et al., 1993
w PnVIA ™) GlclL EvoyFlecler PEaANNGL|cclseanN|clvEFEV clr P a  Kits et al., 1996
w PnVIB - MmDDD|CIEPPGNFICIGMI KI GPP CC|S GWICIF F a cla Kits et al., 1996
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ABREVIATURAS:

Simbolo de la especie asociada a la conotoxina ~JAminoacidos estandar Modificaciones postraduccionales

A) Piscivoros C) Vermivoros A = alanina * = extremo carboxilo amidado
C = cisteina y = 4cido carboxiglutamico

C. catus c C. anemone An D = 4cido aspértico O = hidroxiprolina
C. consors Cn C. austini as E = 4cido glutamico ' S.= serina glucosilada
C. ermineus E . C. betulinus Be, Bt F = fenilalanina T. = treonina glucosilada
C. geographus -G C. delessertii  de G = glicina W = bromotriptéfano
C. lynceus L C. gladiator gld H = histidina W. = D-triptéfano
C. magus M C. imperialis Im | = isoleucina Y = sulfotirosina
C. nigropunctatus Ng C. monile Mo K = lisina V = D-y-hidroxivalina
C. obscurus 0] C. mus mus L = leucina Z = 4cido piroglutdmico
C. purpurascens P,p C. quercinus Qc M = metionina '
C. radiatus R C. regius rg N = asparagina
C. stercusmuscarum Sm C. spurius  Sr P = prolina
C. striatus S C. ventricosus Vn' Q = glutamina
C. tulipa T C. virgo Vi R = arginina
C. victoriae \/e S = serina

_ T =treonina
B) Molusquivoros V = valina

W = tript6fano

C. amadis Am Y = tirosina
C. aulicus Au, au
C. episcopatus Ep
C. gloriamaris Gm, gm
C. marmoreus Mr
C. pennaceus Pn
C. textile Tx, tx
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Apéndice 2

ESPECIE

. catus

. consors

. ermineus

. geographus
. lynceus

magus

. higropunctatus
. obscurus

. purpurascens
. radiatus

stercusmuscarum
stnatus
tulipa

. victoniae

amadis
aulicus
episcopatus

. gloriamaris

marmoreus

. pennaceus

textile

. anemone

austini

. betulinus

delessertii
gladiator

. imperialis

monile
mus

. quercinus

regius
spurius

. ventricosus
. virgo

Familias de conotoxinas caracterizadas a la fecha .

TA DG
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P
P
AT
P
P
P
P
PA
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P
P
IP
IP
P

P
P
IP
P
P
P
P

P
AT
P
AT
PA
IP
P
AT
P
AT
AT
ME
AT

SUPERFAMILIA

Péptidos sin cisteinas P. con dos cisteinas A o] M P I Fam. no deter.
®
o ®,n0
o,0lA )
contulaquina, conantoquina conopresina, contrifano ol ®,p0 1! (&) 1 péptido
conantoquina :
o ® kM
' d
oA
) contrifano oA S,k i
conantoquina contrifano, bromocontrifano kM aS | Bromosleeper
contrifano KA 1]
conopresina LKA )
conantoquina ' ()
o
5
o
o
3 Espasmaédico
pO
& @,y p
5,60,“{ Espasmédico
o
asB v (as7a) 3 péptidos
Espasmédico | 1 3 péptidos
Y 1 péptido
2 y-hidroxiconofanos
bromoheptapéptido o
1 péptido
2 y-hidroxiconofanos
5 péptidos
1 péptido
conorfamida
contrifano
1

Tipo de alimentacion: P= piscivoro, M= molusquivoro, V= vermivoro

DG= Distribucién geogréfica
IP= Indopacifico

PA= Pacifico americano
AT= Atldntico americano

ME= Mediterraneo
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