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RESUMEN

En el ambiente marino habitan distintas especies que producen moléculas consideradas
potencialmente utiles para la utilizacion clinica. Los moluscos del género Conus contienen en sus
venenos distintas toxinas que han sido objeto de una gran cantidad de estudios en los cuales se ha
mostrado la importante contribucion de las mismas a la medicina y a la biologia celular y molecular.
Las toxinas de los Conus han sido clasificadas en distintas superfamilias genéticas, basicamente de
acuerdo a las secuencias de los péptidos sefiales de sus precursores y a los arreglos de cisteinas de
las toxinas maduras. Las superfamilias incluyen diferentes familias farmacologicas, las cuales se
definen en funcién del blanco molecular de las toxinas (canales iénicos activados por voltaje y por
ligando, receptores acoplados a proteinas G, y transportadores de neurotransmisores) y a su efecto
sobre éste (antagonismo competitivo y no competitivo, bloqueo del poro det canal, retraso de la
inactivacion, etc.). En este trabajo se llevo a cabo la purificacién y caracterizacion quimica de 13
toxinas del caracol vermivoro Conus delessertii. La purificacion de los péptidos se realiz mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC), la estructura primaria se
determiné mediante un secuenciador automatico utilizando la técnica de degradacion de Edman y el
peso molecular se determind utilizando un espectrometro de masas. Sin embargo, solo en un caso
se pudo determinar la secuencia completa (péptido “Bba”). El péptido “Bba” esta formado por 28
aminoacidos, seis de los cuales son residuos de cisteinas. El péptido present6 5 variantes en su
estructura primaria, debidas a modificaciones postraduccionales: la gamma-carboxilacion del
glutamato (posicion 7), asi como la hidroxilacion de la prolina (posiciones 4 y 14): 1)
DCIPGGENCDVFROYRCCSGYCILLLCA  2)  DCIPGGYNCDVFROYRCCSGYCILLLCA,  3)
DCIOGGENCDVFROYRCCSGYCILLLCA, 4) DCIOGGYNCDVFROYRCCSGYCILLLCA, y 5)
DCIPGGENCDVFRPYRCCSGYCILLLCA. El péptido “Bba” muestra similitud con péptidos de la
superfamilia O aislados de especies del Atlantico americano, sr7a de Conus spurius, as7a de Conus
austini y de7a de Conus delesserti; la semejanza que tiene con los dos Gltimos podria indicar que
tiene efecto en canales cationicos no especificos activados por voltaje tipo marcapasos. Sin

embargo, también tiene similitud considerable con 3- y w-conotoxinas, por lo que es posible que
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pueda afectar canales de sodio o calcio activados por voltaje. Por lo tanto, es necesario realizar
bioensayos para determinar el blanco molecular del péptido. En los demas casos, las secuencias
parciales indican que algunos de los péptidos podrian tener arreglos de cisteinas como los de las
superfamilias S, O, J/L, A y M, o bien nuevos arreglos. Es necesario determinar las estructuras
primarias completas de estos péptidos y, al igual que en el caso del péptido “Bba’, identificar sus
blancos moleculares. La secuencia del péptido “Bba” sera util para sintetizarlo en cantidad suficiente
para identificar su blanco molecular, determinar su mecanismo de accion, etc. Las secuencias
parciales de los demas péptidos seran itiles para determinar su estructura primaria completa
mediante clonacion, con el fin de sintetizarlos para los estudios adicionales mencionados para el

caso del péptido “Bba”,
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1. INTRODUCCION

El océano es una fuente de productos naturales que se acumulan principalmente en los organismos
vivos (Jha y Zi-rong, 2004; Kijjoa y Sawangwong, 2004). En el ambiente marino se encuentra méas
del 80% de especies de animales y plantas de todo el planeta (McCarthy y Pomponi, 2004), ademas,
se encuentra clasificado como el reservorio mas grande de moléculas que pueden estudiarse para
encontrar sustancias con potencial en la industria farmacéutica (Aneiros y Garateix, 2004), la
investigacion de productos naturales marinos ha permitido el descubrimiento de agentes activos

considerados potencialmente utiles para la utilizacion clinica (Carté, 1996).

Hace tres décadas que un grupo de quimicos de productos naturales marinos de diferentes paises,
en colaboracion con farmacélogos y la industria farmacéutica, han reportado un gran nimero de

metabolitos nuevos con propiedades utiles.

Aproximadamente la mitad de todos los articulos publicados relacionados con productos naturales
marinos reportan que son activos y en algunos casos con propiedades farmacologicas (Faulkner,
2000).

Las condiciones fisicas y quimicas del ambiente marino hacen de éste un lugar muy exigente,
competitivo y agresivo para los organismos que ahi habitan; esta situacion exige que los organismos
desarrollen diferentes y sofisticados sistemas bioquimicos y fisioldgicos que provocan la sintesis de
moléculas activas muy especificas, con una estructura quimica unica (Halvorson, 1998; Aneiros y
Garateix, 2004; Kijjoa y Sawangwong, 2004; Jha y Zi-rong, 2004). Entre los organismos que se han
estudiado con el proposito de extraer sus compuestos activos estan las bacterias, las cianobacterias,
los hongos, algunos grupos de algas, las esponjas, los corales blandos, los gorgonaceos, los
nudibranquios, los briozoarios, los tunicados (Faulkner, 2000), los moluscos, los equinodermos, los

peces, las serpientes marinas y los mamiferos (Jha y Zi-rong, 2004).
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Los caracoles del género Conus son moluscos de la clase Gastropoda, y son el unico género de la
familia Conidae; estos organismos han sido objeto de numerosos estudios, en los cuales se ha
mostrado la importante contribucion de sus toxinas a la medicina y biologia celular. Los péptidos de
Conus han llamado la atencién debido a su potencial para desarrollar nuevas herramientas en el
campo de la neurociencia y como nuevos medicamentos en la clinica para el dolor, epilepsia y otros
desérdenes neuropatologicos (Wang y Chi, 2004). Como ejemplo se encuentran la w-conotoxina
GVIA, que ha sido una de las toxinas mas ampliamente usadas en neurociencia, ya que es Util para
inhibir la transmision sinéptica y para evaluar si estan presentes subtipos tipo N de los canales de
calcio (Olivera et al., 1984) y la w-conotoxina MVIIA (SNX-111, Ziconotide, Prialt) que ha sido
aprobada como analgésico para bloquear el dolor en algunas enfermedades. Asimismo, la
capacidad de las conotoxinas para actuar como ligandos altamente selectivos de canales y
receptores idnicos del sistema nervioso de mamiferos ha provocado un gran interés en la quimica y

la farmacologia de péptidos (Jones y Bulaj, 2000; Livett et al., 2004).

1.1. Biologia de los conos

Los caracoles del género Conus son el grupo de depredadores marinos carnivoros mas exitosos y
numerosos que existe y son comunmente conocidos como caracoles cono o conos (Olivera, 1997;
Aguilar et al., 2005b). Los caracoles cono son carivoros relativamente jovenes en términos
evolutivos; el primer fésil encontrado de Conus aparece justo después de la extincién de los
dinosaurios y los amonites (Olivera et al., 1990; Olivera, 1997). Asi entonces, la expansion del
género alrededor del mundo ha sido relativamente reciente en la escala de tiempo geologico. La

primera diversificacion de los caracoles cono ocurrio en el periodo Eoceno (Olivera et al., 1990).

Existen mas de 500 especies del género (Buczek et al., 2005), que se distribuyen en todos los
ambientes tropicales y arrecifales alrededor del mundo. Por su alimentacién los conos se clasifican
en piscivoros (los que se alimentan de peces), mollusquivoros (los que se alimentan de moluscos) y
vermivoros (los que se alimentan de gusanos, principalmente de poliquetos pero también de

uroideos y hemicordados) (Olivera et al., 1990; Jones y Bulaj 2000; Meyer, 2001; Buczek et al.,
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2005) (Fig. 1). Los Conidae junto con las familias Turridae y Terebridae constituyen el suborden
Toxoglossa y tienen la particularidad de poseer un aparato de veneno (Meyer, 2001); el veneno
contenido dentro de éste lo utilizan como el arma principal para paralizar o matar a sus presas con el
fin de capturarlas, asi como un instrumento de defensa y posiblemente para disuadir a sus
competidores (Olivera, 1997, Meyer, 2001; Wang y Chi, 2004; Buczek et al., 2005).

A) B) C)

Fig. 1. Tres diferentes tipos de alimentacion de los caracoles Conus. A) caracol molusquivoro (Conus textile),
alimentandose de un molusco.; B) caracol vermivoro (Conus dominicanus), alimentandose de un poliqueto; C) caracol

piscivoro (Conus purpurascens), alimentandose de un pez.

Fotos: A: http://lwww.weichtiere.at/images/weichtiere/schnecken/c textile1.jpg B: http://www.seashellcollector.com/articles/2005/regiuslive/lmage12.jpg

C: http:/seasancarlos.com/img/illus/conus purpurascens.jpg

1.2 Aspectos ecoldgicos de las especies mexicanas de Conus

Son pocos los estudios relacionados con los aspectos ecolégicos (es decir, con el ambiente, |la
distribucién y la abundancia, y cdmo estas propiedades son afectadas por la interaccion entre los
organismos y su ambiente) de los caracoles coénicos que habitan en las aguas territoriales
mexicanas (Abbott y Dance, 1998). Es por ello que solo se mencionan a continuacion, con algunos
ejemplos, los aspectos conocidos de la biologia y de las distribuciones espacial y batimétrica de las
especies que estan siendo estudiadas en nuestro pais, principalmente por el grupo del Dr. Edgar P.
Heimer de la Cotera, en el Laboratorio de Neurofarmacologia Marina del Instituto de Neurobiologia
de la UNAM.


http://www.weichtiere.at/images/weichtiere/schnecken/c_textile1.jpg
http://www.seashellcollector.com/articles/2005/regiuslive/Image12.jpg
http://seasancarlos.com/img/illus/conus_purpurascens.jpg
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En las aguas de México habitan alrededor de 50 especies que se encuentran distribuidas en las
llamadas provincias Panamica (costa del Océano Pacifico) (C. brunneus, C. princeps, C. nux, C.
purpurascens, Conus archon, Conus arcuatus, Conus dalli, Conus poormani, Conus patricius, Conus
perplexus, Conus regularis, Conus Scalaris, Conus tornatus, Conus virgatus, Conus vittatus) y
Caribefa (costas del Golfo de México y del Mar Caribe) (C. spurius, C. delessertii, C. austini, C.
stimpsoni, C. mazei, C. villepinii, C. armiger, C. sennottorum, C. floridanus, C. regius, C. granulatus,
C. daucus, C. mus). Habitan diferentes ambientes, como fondos rocosos (C. brunneus), lodosos (C.
armiger) y arenosos (C. purpurascens), asi como arrecifes coralinos (C. nux), desde zonas
intermareales (C. californicus) y aguas someras (< 25 m) (C. princeps) hasta aguas moderadamente
profundas (50-100 m) (C. delessertii), profundas (100-400 m) (C. spurius) y muy profundas (> 400 m)
(C. mazei), asi como zonas de marea en los arrecifes (C. mus). Algunas especies son muy comunes
(C. mus), moderadamente comunes (C. princeps) o comunes (C. spurius), mientras que otras son
poco comunes (C. austini), raras (C. stimpsoni) o inusuales (C. mazei). Algunas especies han sido
colectadas en las costas de varios Estados (C. spurius, en Yucatan, Campeche y Veracruz). La
mayoria son vermivoras, pero también hay especies piscivoras (C. purpurascens y C. ermineus) y
molusquivoras (C. dalli) y generalistas (C. californicus). Estas especies tienen como depredadores a
otros moluscos, crustaceos y peces (Floeter y Soares-Gomes, 1999; Trussell y Etter, 2001; Olivera,
2002).

1.3. Conus delessertii

Esta especie fue descrita por Récluz en 1843. Se encuentra distribuida en las costas del Caribe, del
Golfo de México y las de Florida; vive en profundidades de 15-198 m aproximadamente (Malacolog
version 4.1.0). El tamafio de las conchas varia de 6 a 8 cm de longitud y tiene la forma tipica de un
caracol cono: el borde final tiene una elevacion en forma de piramide con una pequefia punta en el
centro. La concha esta adornada con un patron de algunas bandas blancas y marrones con puntos
cafés, las bandas giran en espiral alrededor de la concha (Fig. 2). C. delessertii es vermivoro (Meyer,
2001).
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Fig. 2. Concha del caracol Conus delessertii. 6-8 cm de longitud.

Foto: http://www.schnr-specimen-shells.com/delessertii2.jpg

1.4. Clasificacion taxondmica

Clase: GASTROPODA
Subclase: PROSOBRANCHIA
Orden: NEOGASTROPODA - STENOGLOSSA
Suborden: TOXOGLOSSA (aparato venenoso)
Superfamilia; CONOIDEA
Familia: CONIDAE
Género: Conus

Especie: delessertii


http://www.schnr-specimen-shells.com/delessertii2.jpg
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1.5. El aparato venenoso

Todas las méas de 500 especies vivientes de caracoles Conus tienen un aparato productor y liberador
de veneno altamente sofisticado (Olivera, 1997). El aparato de veneno se constituye de un bulbo
venenoso asociado a un conducto de veneno, un saco radular y dientes radulares (Calderén y Field,
1999; Jones y Bulaj, 2000) (Fig. 3). La funcidn del bulbo de veneno es la de propulsar el veneno del
sitio de produccion hacia el diente radular (parece ser una glandula salival modificada). El conducto
de veneno es una glandula tubular en donde se produce y se almacena el veneno. La radula es el
aparato més altamente modificado de los Conus y esta contenido en un 6rgano (saco radular) en
forma de Y o L (Kohn et al., 1960); tiene la forma perfecta de un arpdn hueco que contiene el veneno
(Calderén y Field. 1999; Jones y Bulaj, 2000). La dentadura radular posee variaciones morfolégicas
entre especies que se relacionan con la dieta y en muchos de los casos la naturaleza de los

componentes de los venenos refleja una especializacion en la dieta (Jones y Bulaj, 2000).

Durante la alimentacién el diente es movido del saco radular hacia la faringe; previamente a la
inyeccion el diente se mete a la parte distal de la proboscide. Mientras el diente se encuentra en la
faringe o probdscide se llena con el veneno que entra del conducto de veneno. Antes de la
alimentacion la probdscide se extiende fuera de la boca; su tamafio puede alcanzar el de la concha.
El diente es entonces inyectado a la presa, la cual se comienza a paralizar por el veneno y es
tragada por completo por el depredador (Kohn et al., 1960; Calderdn y Field, 1999; Jones y Bulaj,
2000; Wang y Chi, 2004). El caracol solo utiliza un arpdn a la vez, si el caracol falla el disparo, un

nuevo arpon es cargado con veneno.
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Fig. 3. El aparato de veneno de los caracoles del género Conus (Olivera, 2002).

1.6. Estrategias de alimentacion

Las estrategias de captura de presas mas conocidas son las de los caracoles cono piscivoros y se
dividen en dos tipos: a) pesca con arpén y sedal, en donde usan su larga probdscide para arponear
a la presa con un diente desechable que parece arpon y que también sirve como una aguja
hipodérmica; b) pesca con red: los caracoles cono se tragan a sus presas con una larga boca que se
extiende antes de la picadura (Cruz y White, 1995). Los depredadores con movimientos lentos o
sésiles tienen una necesidad particular de tener venenos que actien extremadamente rapido para
facilitar su alimentacién; esto es un escenario favorable para la evolucién de toxinas que tienen

como blanco el sistema nervioso (Olivera, 1997).

Para ejemplificar los tipos de alimentacion se describiran las estrategias que presentan dos especies
distintas de Conus piscivoros del Indopacifico C. striatus (para el caso de pesca con arpédn y sedal)

y C. geographus (en el caso de pesca con red).

C. striatus. Se entierra en la arena y embosca a su presa extendiendo su probdscide que actua
como un arpon y sedal; la presa es arponeada al expulsar el diente radular parcialmente fuera de la

probdscide. Posteriormente el caracol jalara el arpon hacia €l con los musculos que se encuentran al
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final de la probdscide y la movera hacia atrés, de tal forma que el pez es sujetado por el diente
radular. Mientras el pez es arponeado y sujetado, el veneno es inyectado a través del orificio del
diente radular; como resultado hay una paralisis inmediata. Con un buena inyeccién el pez se
sacude violentamente, después es inmovilizado con la aletas extendidas, sefial de un estado

tetanico caracteristico (Fig. 4-A) (Olivera, 2002).

C. geographus., es la especie mas letal para los humanos: el 70% de los casos sin tratamiento han
sido fatales (Cruz y White, 1995). Envuelve a los peces con su rostrum altamente extensible
(algunas veces llamado falsa boca) que parece como una red enorme. El caracol envuelve a los
peces antes de que la picadura ocurra (el hecho de que los peces son picados dentro del rostrum del
caracol se puede verificar debido a que un diente radular se encuentra siempre una vez que el
caracol regurgita las escamas y los huesos de los peces). Ademas si C. geographus se encuentra
frente a varios peces tratara siempre de capturar mas de uno (Fig. 4-B) (Olivera, 2002). Aunque la
estrategia de pesca con arpdn y sedal permite la captura de presas a distancias mas largas, la
ventaja potencial de la pesca con red es que se vuelve mas facil capturar varios peces pequefios al

mismo tiempo (Olivera, 1997).

=]
4

Fig. 4. Representacion de los dos diferentes tipos de alimentacion de Conus piscivoros.

A) C. striatus y B) C. geographus (Olivera, 2002).
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1.7. El veneno

Los caracoles cono contienen péptidos altamente toxicos dentro de sus venenos (Wang y Chi,
2004). El veneno es un fluido lechoso que contiene pequefios granulos insolubles, proteinas
solubles, péptidos y componentes de bajo peso molecular. Los granulos insolubles son ricos en
proteinas que contienen cisteinas y representan precursores incompletos de los péptidos solubles.
Las proteinas biolégicamente activas han sido parcialmente purificadas y caracterizadas de algunos

venenos de Conus (Gray et al., 1988).

1.8. Conotoxinas

Las especies de Conus han desarrollado distintos venenos como una estrategia de supervivencia
para la alimentacion y la defensa. Sus venenos contienen una mezcla diversa de péptidos activos,
en su mayoria pequefios y estructuralmente compactos (Mcintosh et al., 1999). La mayoria de los
compuestos activos de los venenos de Conus son péptidos relativamente pequefios, divididos en
dos clases distintas, aquellos con multiples puentes disulfuro (conotoxinas) y aquellos que solo
tienen un puente disulfuro o ninguno (conopéptidos). En general, las diferentes familias con multiples
puentes disulfuro son mas diversas y mas ampliamente distribuidas a lo largo del género. Aunque
las conotoxinas son pequefias, estas asumen conformaciones especificas (como si fueran
polipéptidos mas grandes). Para la mayoria de los péptidos de Conus, la estabilidad conformacional
estd dada por los puentes disulfuro. Las conotoxinas tienen de 8 a 40 aminoacidos (AA), con su
mayoria entre 12 a 30 AA (Olivera, 2002).
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1.9. Sintesis de las conotoxinas

Todas las conotoxinas son sintetizadas a través del mecanismo ribosomal convencional, de tal forma
que los péptidos de Conus son traducidos inicialmente como prepropéptidos precursores con 70 a
120 aminoacidos en su estructura (Olivera y Cruz, 2001). La organizacidn de los precursores de las
conotoxinas consiste en una secuencia sefial tipica en el extremo N-terminal, la region “pre” (con 20
a 25 amino 4cidos en su estructura), seguida por una region intermedia, la region “pro” ( con 30 a 60
amino &cidos en su estructura), y finalmente se encuentra la region de la toxina madura en el
extremo carboxilo, siempre presente en una sola copia (con 8 a 40 aminoacidos en su estructura)
(Fig. 5). Las tres regiones antes mencionadas son consideradas como regiones con diferentes
funciones; la regidn “pre” tiene como funcién dirigir al conopéptido en su camino hacia la secrecién.
Por otro lado, algunos datos sugieren que la regién “pro” tiene sefiales de reconocimiento para las
enzimas que realizan las modificaciones postraduccionales. La region de la toxina madura en el
extremo C-terminal funciona como el componente biologicamente activo del veneno del Conus
(Olivera, 2002). EI 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 (Bulaj et al.,
2003)

MELTCVVIVAVLLLTACQLITADDSRGTOKHRALGSTTELSLSTRCKSPGSSCSPTSYNCC RSCNPYTKRCYG
MELTCVVIVAVLLLTACQLITADDSRGTQKHRALRSTTKLSMSTRCKGKGAKCSRIMYDCCTGSCR SGKCG

Secuencia sefial Region Pro Toxina
Divergencia Cys- 0%

Divergencia 0% Divergencia 13% 2 At
Divergencia No-Cys 73%

Fig. 5. Comparacion entre los precursores de las conotoxinas ®—GIVA (arriba) y @—MVIIA (abajo) de C. geographus y C.
magus respectivamente. Es importante resaltar que la “secuencia sefial” comparte los mismos amino acidos en su
secuencia; por otro lado la mayoria de los aminoacidos no-Cys de la region de la toxina madura son diferentes, mientras

que el patrén de cisteinas de la toxina madura se conserva (Olivera, 1997).

10
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1.10. Clasificacion de las conotoxinas

La diversificacidn de los péptidos se origina por hipermutacion local de los aminoacidos de la toxina
madura, mientras que el resto del precursor no se modifica. (Fig. 5.) (Olivera, 2002). Las conotoxinas
pueden clasificarse en superfamilias de acuerdo a la secuencia sefial del precursor. En general,
cada superfamilia esta asociada a un arreglo de cisteinas caracteristico, pero las superfamilias Ay T
incluyen péptidos con dos arreglos de cisteinas distintos (Tabla 1). Ademés, cada superfamilia
genética puede incluir una o mas familias farmacoldgicas, las cuales se definen de acuerdo al tipo de
blanco molecular de las toxinas y al efecto sobre el blanco (Mcintosh et al., 1999; Olivera y Cruz,
2001).

11
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Tabla 1. Clasificacion de las superfamilias y familias de las Conotoxinas. P= piscivoro, M= molusquivoro, V= vermivoro.

Conus delessertii

Superfamilia Arreglo de cisteinas Familia Actividad farmacolégica Especie Toxina Canal Referencia
A CC-C-C o Antagonista, receptor nicotinico de acetilcolina C. geographus, P a-GI o/d o aly Olivera, 1997; Sines et
C. magus, P a-MI o/d o aly al.,1995; Cortéz et al., 2002;
C. striatus, P a-SI o/dy aly Mclintosh et al., 1999.
C. ermineus, P o-EI o/d
C. imperialis, V o-Iml o/ afa7/ a7]
C. imperialis, V o-ImlIl o/ af[a7/ a7] Ellison et al., 2003.
C. magus, P a-MII o/ Blo3 B 2] Mclntosh et al., 1999.
C. episcopatus, M a-Epl o/ Bla7 & a3 B 4] Loughan et al., 1998.
C. aulicus, M a-AulB o/ Blo3 B 4] Mcintosh et al., 1999.
C. geographus, P a-GIC o/ Bla3 B 2] Mclntosh et al., 2002.
C. geographus, P a-GID o/ Bla7, a3 B2, a4 B2,] Nicke et al., 2003.
C. vitoriae, M a-Vel.1 o/ B Sandall et al., 2003.
C. purpurascens, M a-PIA o/ B [a6] Dowell et al., 2003.
CC-C-C-C-C oA Antagonista, receptor nicotinico de acetilcolina C. purpurascens, P aA-PIVA &? Hann et al., 1994.
C. ermineus, P aA-EIVA a1Bly, a1p1d Fan et al., 2003.
aA-EIVB
CC-C-C P Antagonista, receptor adrenérgico C. tulipa, P P-TIA a1B Sharpe et al., 20032,
CC-C-C-C-C KA Bloquea canal de K* activado por voltaje C. striatus, P KA-SIVA i? Terlau et al., 1999.
M CC-C-C-CC n Bloquea canal de Na* activado por voltaje C. pupurascens, P p-PIITA i? Mclntosh et al., 1995.
C. stercusmuscarum, P | p-SmIIIA West,, et al., 2002.
CC-C-C-CC vy Antagonista, receptor nicotinico de aceticolina C. purpurascens, P y-PIIIE &? Shon et al., 1997;
y-PIIF Van Wagoner et al., 2003.
CC-C-C-CC M Bloquea canal de K* activado por voltaje C. radiatus, P KkM-RIIK &? Ferber et al., 2003.

12
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C-C-CC-C-C 0 Inhibe canal de Ca?*activados por voltaje C. magus, P ®-MVIIA tipo N McDonough et al., 2002.
C. geographus, P ®-GVIA Kerr et al., 1984.
C. catus, P ®-CVID fipoN (Cav2.2) Adams et al., 2003.
C. consors, P ®-CNVII tipo P/IQ Favreau et al., 2001.
C. magus, P ®»-MVIIC Sasaki et al., 1999.
C-C-CC-C-C K Bloquea canal de K* activados por voltaje C. purpurascens, P K- PVIIA Shaker K* Terlau et al., 1996b.
C-C-CC-C-C A Retrasa inactivacion, canal de Na* activado por | C. striatus, P 3-SVIE Nav1.4 West et al., 2005.
voltaje C. ermineus, P S8-EVIA Nav1.2, Nav1.3 y Nav 1.6 Barbier et al., 2005.
C. textile, M 3-TxVIA &7 Fainzilber et al., 1991.
C. purpurascens, P 3-PVIA &7 West et al., 2005.
C-C-CC-C-C pno Bloquea canal de Na* activado por voltaje C. marmoreus, M nO-MrVIA Nav1.4, Nav1.2 Terlau et al., 1996a.
nO-MrVIB
C-C-CC-C-C T Modula canal marcapaso C. pennaceus, M vy —PnVIIA 7 Fainzillber et al., 1998.
C. textile, M y-TxVIIA i? Nakamura et al., 1996.
C-C-C-c-Cc-C espasmodicos | ¢? C. gloriamaris, M Gm9a 7 Miles et al., 2002.
C. textile, M tx9a &? Lirazan et al., 2000.
C-C-C-C-C-C-CCCC | X Antagonista, receptor de serotonina C. geographus, P - GVIIA 5-HTs England et al., 1998.
C-C-C-C-C-C-C-C-C-C oS Antagonista, receptor nicotinico de acetilcolina C. radiatus, P oS-RVIIIA a1B1ed, al1ply d, a7, a3 B2| Teichert et al., 2005.
y a3 p4
C-C-cc-ccc-Cc Excitatorios Canal de K* C. radiatus, P rlla, r11b i? Jimenez et al., 2003.
rllc, r1ld
rlle

13
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? Modula canad de K+ activado por voltaje | C. betulinus, V x-BtX tipo BK Fan et al., 2003.
dependiente de Ca?*
02 &7 C. spurius sri1a 7 Aguilar et al., 2007.
I . ' . i
Bloquea canal de K* activado por voltaje C. virgo, V ©-ViTx Kv1.1y Kv1.3 Kauferstein et al., 2004;
t Mondal et al., 2005.
Activa canal de K* dependiente de voltaje C. radiatus, P LRXIA Kv1.6 Buczek et al., 2007
J C-C-C-C Bloquea canal de K* activado por voltaje C. planorbis, V pllda Kv1.6 Imperial et al., 2006.
Bloquea receptores de acetilcollina a1p1edy a3 p4
T CC-CC T Bloquea canal de Ca 2* presinaptico C. textile, M tx5a &7 Walter et al., 1999.
C-C-CPC X Inhibe transporte de norepinefrina C. marmoreus, M X-MrlA &7 Sharpe et al., 2003b.
No asignada c-C Conopresinas | Agonista, receptor vasopresina-oxitocina C. imperialis, V Lys- 7 Nielsen et al., 1994,
conopressin-G
No asignada c-C Contrifanos Modula canal de K* C. ventricosus, V Contrifano-Vn canal de K* dependiente de| Massilia et al., 2003
Ca*2
Bloque canal de célcio C. marmoreus, M Contrifano-Mr canal de calcio tipo L Hansson et al., 2004
C. radiatus, P Contrifano-R &? Jiménez et al., 1996.
C. stercusmuscarum, P | Contrifano-Sm Jacobsen et al., 1998.
C. purpurascens, P Contrifano- P Jacobsen et al., 1999.
No cisteinas Conantokinas | Antagonista NMDAR C. geographus, P Con-G i? Hammerland et al., 1992.
C. tulipa, P Con-T i? Haack et al., 1990.
C. lynceus, P Com-L $? Jiménez et al., 2002.
No cisteinas Conorfamidas | ¢Activa canales de Na*? C. spurius, V Srl i? Maillo et al., 2002.
No cisteinas Contulakinas Agonista, receptor de neurotensina C. geographus, P Cont-G &? Craig et al., 1999.

14
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La Superfamilia A esta compuesta por cuatro diferentes familias: las familia “o” que es antagonista
del receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR), la familia “p” que es antagonista del receptor
adrenérgico 1B, ambas familias con un arreglo de cisteinas CC-C-C, y la familias “aA” que es
antagonista del nAChR y “kA” que bloquea canales de potasio activados por voltaje, ambas con el

arreglo de cisteinas CC-C-C-C-C.

Las primeras toxinas aisladas de Conus fueron las que ahora llamamos o-conotoxinas, se les llamé
asi debido a que su actividad era similar a la de las a-neurotoxinas de los venenos de serpientes;
éstas bloguean nAChR en el musculo esquelético. Las o~ conotoxinas son los péptidos paraliticos
mas pequefios, contienen de 13 a 15 residuos de AA basicamente con 2 puentes disulfuro. Un factor
notorio en su accién es la velocidad con la que las a-conotoxinas inducen paralisis en comparacion
con la o-BgTX, siendo un factor muy importante para los caracoles en la captura de peces (Gray et
al., 1988).

La Superfamilia M estd compuesta por tres diferentes familias: la familias "’ y “«M” que bloquean,

respectivamente, canales de sodio y de potasio activados por voltaje en células musculares (Olivera,

1997), y la familia “y” que bloquea receptores nicotinicos; ademas, esta superfamilia se caracteriza

por poseer el arreglo de cisteinas CC-C-C-CC (Shon et al., 1997).

La Superfamilia O consiste en toxinas que contienen de 25 a 35 residuos de aminoacidos y 6
cisteinas. Esta superfamilia se compone por cinco familias distintas que presentan el patrén C-C-CC-
C-C (Heinemann y Leipold, 2007). La familia “©” que inhibe canales de calcio neuronales
presinapticos activados por voltaje evitando la liberacion de neurotransmisores; dentro de esta
familia se encuentra el péptido ®-MVIIA que ha sido el primero en salir al mercado con el nombre
genérico Ziconotide y es utilizado en enfermos de cancer que presentan dolor neuropatico; asi
mismo, las w-conotoxinas se han convertido en herramientas estandar para identificar distintos

subtipos de canales de calcio tipo N (Olivera, 2000). La familia “x” que bloquea canales de potasio

del tipo "Shaker" (Terlau et al., 1996b). La familia “6” que retrasa la inactivacion de canales de sodio
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activados por voltaje (Shon et al., 1998). La familia “uO” que bloquea canales de sodio activados
por voltaje; estas conotoxinas han sido consideradas como potenciales analgésicos (Mcintosh et al.,

1995, Heinemann y Leipold, 2007). La familia “y” incluye agonistas de canales catiénicos de tipo

marcapaso en neuronas (Fainzilber et al., 1998).

La Superfamilia P. Dentro de esta superfamilia se encuentra el péptido que causa espasmos en
ratones que fué extraido del caracol marino Conus textile. Este péptido fue nombrado tx9a, contiene
27 aminoacidos, con un arreglo de cisteinas C-C-C-C-C-C que tiene la presencia de y-
carboxiglutamato en las posiciones 8 y 13. Hasta el momento el blanco molecular de este péptido no
se conoce (Lirazan et al., 2000). Posteriormente se realizd la caracterizacion de un péptido
homélogo que se nombrdé gm9a, extraido del veneno del caracol molusquivoro C. gloriamaris.
(Miles et al., 2002).

La Superfamilia S. El primer péptido caracterizado de la superfamilia S fue el a-GVIIIA, del caracol
C. geographus, el cual contiene 41 aminoacidos con un arreglo de cisteinas C-C-C-C-C-C-C-C-C-C,
es antagonista del receptor serotoninérgico 5-HTs, y fue clasificado dentro de la familia “0” de las
conotoxinas (England et al., 1998); posteriormente se descubrié el péptido aS-RVIIIA extraido del
veneno del caracol C. radiatus; este péptido pertenece a la familia aS de las conotoxinas; contiene
47 aminoacidos en su estructura primaria y el mismo arreglo de cisteinas que o-GVIIIA ademas de

ser un antagonista de los receptores nicotinicos de acetilcolina (Teichert et al., 2005).

La Superfamilia I. Las conotoxinas de esta superfamilia se han clasificado en dos superfamilias la,
l1 y la lI; esto, depende basicamente de las secuencias del péptido sefial y de la presencia (I1) 0
ausencia (l2) de la regién “pro” del precursor. Ademas estas conotoxinas deberian ser clasificadas
desde el punto de vista estructural en tres grupos de acuerdo a su patron de residuos de cisteinas y
al procesamiento del extremo carboxilo, en los grupos A, B y C. La superfamilia |1 incluye a los
grupos A y B, mientras que el grupo C pertenece a la superfamilia lo. El grupo A incluye a 19
péptidos purificados y clonados de C. radiatus, C. figulinus, C. magus, y C. striatus. El grupo B

incluye cuatro péptidos purificados y clonados de C. radiatus, C. betulinus'y C. episcopatus. El grupo
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C incluye ocho péptidos purificados y clonados de C. betulinus, C. virgo, C. emaciatus, C. figulinus,

C. episcopatus, C. striolatus, C. striatus 'y C. textile (Buczek et al., 2005b).

La superfamilia |1 estd compuesta por la familia que contienen a los péptidos excitatorios que actuan
sobre canales de potasio, y la familia “t” que contiene a la toxina RXIA que actia sobre canales de
sodio dependientes de voltaje; ambos tipos de toxinas fueron extraidos del caracol piscivoro C.
radiatus (Jiménez et al., 2003; Buczek et al., 2007). Asimismo, la superfamilia |, esta formada por la
familia “kI” que bloquea canales de potasio activados por voltaje (Kv1.1 y Kv1.3) en donde se
encuentra la toxina “ViTx” extraida del caracol C. virgo (Kauferstein et al., 2003), y adicionalmente
por las toxinas que modulan canales de potasio activados por voltaje dependientes de calcio (tipo
BK), “k-BtX” del caracol C. betulinus (Fan et al., 2003) y posiblemente “sr11a” del caracol C. spurius

(Aguilar et al., 2007). Todas las anteriores con arreglo de cisteinas C-C-CC-CC-C-C.

La Superfamilia T. Las conotoxinas de esta superfamila se han encontrado en los conductos
venenosos de los tres distintos tipos de conos: piscivoros, molusquivoros, y vermivoros (Walker et
al., 1999; Han et al., 2005). La amplia distribucién del de la superfamilia T sugiere que estos péptidos
juegan un papel importante en las funciones fisioldgicas del género (Han et al, 2005). La
superfamilia T contiene a las familias “e/t” que probablemente bloquea canales de calcio
presinapticos y “Aly” que inhibe el transporte de norepinefrina con arreglos de cisteinass CC-CC y

C-C-CPC, respectivamente.

Superfamilia J. La conotoxina pl14a del caracol vermivoro Conus planorbis pertenece a esta
superfamilia, esta es la primer conotoxina que inhibe algunos subtipos de receptores nicotinicos de
acetilcolina y canales potasio en el subtipo Kv1.6 Este péptido contiene 25 residuos de aminoacidos

en su estructura primaria y tiene un arreglo de cisteinas C-C-C-C (Imperial et al., 2006).
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1.11. Conopéptidos

En este grupo se encuentran los péptidos que contienen ningun o un solo puente disulfuro; el
nombre de las superfamilias no ha sido asignado, pero existen 5 familias distintas. Las
conopresinas tienen un arreglo de cisteinas C-C, e inducen en ratones un efecto de acicalamiento;
estos péptidos son analogos de la vasopresina/oxitocina, aunque no se sabe cual es la funcién de
las conopresinas en el veneno de los Conus (Gray et al., 1988). Los contrifanos tienen un arreglo
de cisteinas C-C y causan contraccion en la cola de ratones; se ha propuesto que el contrifano de C.
ventricosus (contrifano-Vn) modula canales de potasio dependientes de calcio (Massilia et al., 2003),
mientras que el contrifano de C. marmoreus (contrifano-Mr) bloquea canales de calcio tipo L
(Hansson et al., 2004), aunque el blanco molecular de otros contrifanos no ha sido identificado. Los
contrifanos contienen un alto contenido de modificaciones postraduccionales (Pallaghy et al., 1999).
Las conantokinas fueron detectadas por primera vez en el veneno de Conus geographus. La
conantokina-G (GV) mejor conocida como “sleeper” es un péptido que contiene 17 aminoacidos y no
tiene residuos de cisteina en su estructura primaria (McIntosh et al., 1984; Olivera et al., 1985; Mena
et al., 1990). Se ha demostrado que tienen como blanco los receptores NMDA (Myers et al., 1990).
Uno de los descubrimientos importantes es que la repuesta de los ratones a la inyeccion es
dependiente de la edad; en ratones pequefios de aproximadamente dos semanas de nacidos se
induce un estado de adormecimiento, mientras que en ratones mayores se presenta un estado
hiperactivo (Gray et al., 1988). Existen otras conantokinas que se han caracterizado de los venenos
de diferentes especies: la conantokina-T extraida del veneno de C. tulipa (Haack et al., 1990), la
conantokina-L extraida de C. lynceus (Jiménez et al., 2002) y la conantokina-R extraida de C.
radiatus (White et al., 2000). Las conorfamidas pertenecen a la familia FMRFamida de los
neuropéptidos (Maillo et al., 2002). Las contulakinas son el primer ejemplo de péptidos de la
familia de las neurotensinas que no provienen de un vertebrado, este péptido fue purificado del

caracol Conus geographus y se le llamé Contulakin-G (Craig et al., 1999).
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1.12. Modificaciones postraduccionales

Una de las caracteristicas mas sorprendentes de los péptidos de Conus es la alta frecuencia de
modificaciones postraduccionales observadas (Tabla 2). Las familias de Conus que no tienen
multiples puentes disulfuro estan extensamente modificadas postraduccionalmente; en algunos
casos las modificaciones son esenciales para darle la conformacion biologicamente activa
(Olivera et al., 2002). Los polipéptidos codificados por los genes estan formados por los 20
aminoacidos comunes que se traducen utilizando el codigo genético. Sin embargo, muchos de
estos aminoacidos pueden ser posteriormente modificados postraduccionalmente para generar
un grupo de aminoacidos adicionales que contribuyen a la funcion de la proteina madura. La
diversidad de las modificaciones encontrada en la conotoxinas es una consecuencia de la
seleccion natural para crear toxinas mas potentes y efectivas. La distribucion de las
modificaciones postraduccionales encontradas en los diferentes grupos de péptidos de Conus no
es uniforme, mientras que algunos péptidos tienden a no tener modificaciones postraduccionales

otros estan altamente modificados (Buczek et al., 2005).

Tabla 2. Aminoacidos modificados postraduccionalmente en los péptidos de Conus.
(Buczek et al., 2005; Olivera et al., 2002).

Modificacion Aminoécido modificado Enzima Aminoacido resultante
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Hidroxilacion

Prolina

Valina

Lisina

Prolina hidroxilasa

D-aminoacido hidroxilasa

Lisil hidroxilasa

hidroxiprolina

hidroxivalina

hidroxilisina

Carboxilacion

Acido Glutamico

v—Glutamilcarboxilasa

carboxiglutamato

Bromacién Triptofano Bromoperoxidasa bromotriptofano
Epimerizacion Triptofano Epimerasa D-triptofano
Fenilalanina D-fenilalanina
Leucina D-leucina
Valina D-valina
Ciclizacion Glutamina Glutamil ciclasa piroglutamato
Sulfatacion Tirosina Tirosilsulfotransferasa sulfotirosina
O- Serina Polipéptido HexNac serina glicosilada
Glicosilacion Treonina transferasa treonina glicosilada
Procesamient Carboxipeptidasa
0 proteolitico Tex31

Formacién de

Proteina de Conus

puentes disulfuro isomerasa
disulfuro

Amidacién del Proteina de amidacion
extremo mono oxigenasa
carboxilo

1.13. Nomenclatura de los péptidos de Conus
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Con la finalidad de unificar un criterio de clasificacion y sistematizacion de los péptidos de Conus
se propuso el siguiente sistema de nomenclatura (Cruz et al., 1985). Algunas modificaciones se

introdujeron algunos afios después (Gray et al., 1988).

Las conotoxinas con actividad conocida se nombran de la manera siguiente:

Se asigna una letra griega para designar su accion farmacoldgica, seguida por un guién antes de
la palabra conotoxina; posteriormente se asignan una o dos letras mayusculas para indicar la
especie de cono de la que se esté hablando, un numero romano para indicar el patron de Cys
del péptido, y finalmente una letra mayuscula para indicar la variante especifica del péptido. Por
ejemplo, en la w-GVIA de C. geographus, la “ w” indica que bloquea los canales de calcio, la “G”
indica en nombre de la especie, el numero VI indica el patrén de Cys y la “A” indica la variante

del péptido..

Las conotoxinas con actividad desconocida se nombran de la manera siguiente:

Se asignan letras minusculas para distinguir a la especie de la que se esté hablando, un numero
arabigo para designar el patrén de Cys y una letra minuscula para indicar una variante en
particular, por ejemplo en la conotoxina tx5a de C. textile, las letras tx indican la especie, el “5” el

patron de Cys y la letra “a” indica la variante del péptido.

El clon correspondiente de txb5a esta designado como Tx5.2, con el nombre de la especie
comenzando con mayuscula seguido por un nimero arabigo para designar el patron de Cys y
un numero después del punto para designar la variante del clon. Si se comprueba que la accién

del péptido es sobre los canales de calcio el nombre cambiara a t-conotoxina TxVA.

Nota:

Los patrones de Cys estan designados por numeros y los modos de accién estan indicados
principalmente por letras griegas. Para péptidos con el mismo modo de accion pero con diferente
estructura disulfuro, la letra griega es seguida por una letra mayuscula (superfamilia). Los
péptidos con los mismos patrones de Cys y modos de accién son diferenciados con letras

mayusculas.
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Los conopéptidos, que tienen uno o ningun puente disulfuro, se nombran en forma distinta; son
menos diversos y se encuentran en muy pocas especies. A estos cono péptidos se les asigna un
nombre seguido por un guién y finalmente una o dos letras (conopresina-S, contrifano-R y
contulakina-G, de C. striatus, C. radiatus y C. geographus, respectivamente). Los polipéptidos

mas grandes, con mas de 70 a.a., se designan de manera similar (ejemplo: conodipina-M).

1.14. Generalidades de moluscos

Los moluscos son unos de los invertebrados mas conocidos y sus conchas han sido muy
populares desde tiempos antiguos; algunas culturas han utilizado sus conchas como
herramientas, contenedores, instrumentos musicales, dinero, decoracion, etc. Hoy en dia los

paises con litoral costero cosechan y comercian con millones de toneladas de especies de
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moluscos para la alimentacion (Meiglitsch, 1972; Brusca y Brusca, 1990). Las formas mas
conocidas son las almejas, las ostras, los calamares, los pulpos y los caracoles (Ruppert, 1969).
Los moluscos constituyen uno de los Phyla més diversos ya que existen mas de 93,000 especies
vivas descritas de moluscos y 70,000 de especies fosiles (Brusca y Brusca, 1990). Los moluscos
son organismos muy antiguos, los grupos principales se establecieron antes del Cambrico. Se
encuentran en la zona abisal del océano y por encima de la linea de la marea, son comunes en

aguas dulces y algunas se han adaptado bien a la vida terrestre (Meiglitsch, 1972).

Los moluscos son protostomados celomados con simetria bilateral; la principal cavidad del
cuerpo es denominada hemocele; su sistema circulatorio es abierto. En general se distinguen
tres regiones distintas: la cabeza, pie y la masa visceral. La cabeza esta compuesta de varias
estructuras sensoriales que son: 0jos, estatocistos y tentaculos. El cuerpo esta cubierto por una
delgada capa epidermis-cuticula (piel); esta capa secreta un esqueleto calcareo llamado concha.
Rodeando a la masa visceral se forma una cavidad también conocida como cavidad del palium,
esta cavidad aloja a las branquias, asi como los aparatos digestivo y reproductor, y algunas
partes del epitelio sensorial llamado osphradium; en las formas acuaticas, el agua circula a
través de esta cavidad, pasando sobre las branquias, poros excretores, ano y otras estructuras.
El pie es una estructura musculosa de funcion locomotora y adherente. El sistema digestivo es
completo y regionalmente especializado. La regién bucal contiene una estructura especifica de
los moluscos llamada radula utilizada para la alimentacion. El sistema circulatorio es abierto y
usualmente contiene un corazén que se aloja en la cavidad pericardica y algunos vasos largos
que llenan e irrigan el espacio del hemocele. El sistema excretor consiste en uno 0 mas pares de
metanefridios (rifiones) con nefrostomas en la cavidad pericardial. El sistema nervioso
tipicamente incluye un ganglio dorsal cerval, y un nervio circunmétrico en forma de anillo, dos
pares de cordones nerviosos longitudinales, y algunos pares de ganglios que muestran varios
grados de fusion. La fertilizacion puede ser interna o externa y el desarrollo embrionario es en

espiral y tiene uno o dos estadios de larvales llamados Veliger (Brusca y Brusca, 1990).

El Phylum Mollusca se encuentra dividido en 7 Clases distintas:

1. Clase Aplacophora (sin concha externa).

2. Clase Monoplacophora (conchas de una pieza).
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Clase Polyplacophora (quitones).
Clase Gastropoda (caracoles).
Clase Bivalvia = Pelecypoda = Lamellibranchiata (almejas)

Clase Scapoda (conchas en forma de colmillo).

N o g B~ ow

Clase Cephalopoda (pulpos y calamares).

1.14.1. Evolucién del Phylum

El Origen de los moluscos es incierto. Los registros fosiles nos llevan a hace 500 millones de
afios y sugieren que el origen probablemente comenzé en el precambrico. A través de los afios
se han propuesto numerosas ideas acerca del origen de los moluscos; generalmente se habla de
tres distintas categorias: a) los moluscos fueron originados por un ancestral gusano plano; b) un
ancestro protostomado celomado no segmentado; ¢) o un ancestro segmentado, probablemente
un ancestro comun a los anélidos. La primera hipétesis conocida como la teoria de los
turbelarios estd basada en la homologia y similitud del tipo de locomocion entre los moluscos y
los gusanos planos. Esto sugiere que los moluscos fueron los primeros celomados
protostomados o que ellos comparten un ancestro con los primeros celomados. Sin embargo
muchos investigadores contemporaneos dicen que el los grandes espacios del pericardio
presentes en los moluscos primitivos se deben a un ancestro celomado en lugar de un

acelomado (turbelarios).

La segunda teoria esta basada en estudios ontogenéticos y sugiere que los sipunculidos y
moluscos son grupos hermanos. La tercera hipétesis en donde se relaciona a los anélidos con
los moluscos implica que los moluscos fueron celomados segmentados primitivos. Esta hipotesis
ha recibido sustento de las secuencias genéticas de DNA 18S ribosomal. A continuacion se

muestra un cladograma que muestra la filogenia de los moluscos (Brusca y Brusca, 1990).
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1. Chaetodermomorpha aplacophora
2. Neomeniomorpha

3. Polyplacophora
4. Monoplacophora
5. Gastropoda

6. Cephalopoda

7. Bivalvia

8. Scaphopoda

1.14.2. Clase Gastropoda

Los gasterépodos (gastero = estdmago; podo = pie) son probablemente el grupo de moluscos
mas conocido. Comprenden cerca de 70,000 especies vivientes, terrestres y marinas de
caracoles y babosas (Brusca y Brusca, 1990). Esta clase incluye los caracoles comunes y
babosas de todos los ambientes marinos, agua dulce y terrestres. Son los Unicos moluscos que
presentan torsién de su cuerpo (Brusca y Brusca, 1990). Presentan area cefélica (cabeza), un
pie musculoso ventral y una concha dorsal (que puede reducirse o hasta perderse en los
gasterépodos mas evolucionados); en algunos casos las conchas han desaparecido (las
babosas). Son organismos herbivoros (macréfagos) aunque hay algunos carnivoros e incluso
carrofieros. La cavidad del manto se sitia en la region anterior (encima de la cabeza) porque en
su desarrollo sufren un proceso de torsion. Como consecuencia se pierden el osfradio de la

derecha y la branquia (prosobranquios) para que el ano no ensucie las estructuras sensoriales.
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Otros pierden ambas branquias (opistobranquios) con lo cual respiran por unas branquias
tegumentarias que hay en la parte posterior del cuerpo; son asimétricos por el proceso de torsion
y destorsion; su sistema nervioso es muy evolucionado; pueden ser dioicos o0 hermafroditas; en
cualquier caso solo poseen una génada (cuando es hermafrodita se llama ovotestis), la
fecundacion es interna ya que aparece un 6rgano copulador; desarrollo directo en los terrestres y

dulceacuicolas (Meiglitsch, 1972).

La clase esta dividida en cuatro subclases:

¢ Protogastropoda son todos gasterdpodos extintos, no muestran evidencia de torsidn, con
la cavidad del manto posterior, conchas de forma conica (espirales planas o espirales
conicas).

e Prosobranchia (caracoles marinos con conchas grandes) son todos los
gasterépodos con torsion en el cuerpo; las branquias, ano, y cavidad del manto se
encuentran en la parte anterior. La mayoria de los gasteropodos pertenecen a esta
subclase.

e Opisthobranchia (babosas marinas) son gasterépodos marinos, altamente desarrollados,
tienen una alta tendencia a la reduccion de la concha, el sistema nervioso no esta
torcido y es relativamente centralizado; han regresado a tener simetria bilateral.

e Pulmonata (caracoles terrestres y babosas) predominantemente terrestres y de agua
dulce; la cavidad del manto se ha modificado como un saco respiratorio utilizado para el
aire o para la respiracion subacuatica; en algunos casos carecen de concha; son

hermafroditas sin pasar por estadios larvarios.

1.14.2.1. Concha

Una de las caracteristicas externas mas obvias de los gasteropodos es su concha (Fig. 6),
usualmente enrollada y con colores hermosos. La concha es extremadamente variable en
tamarfio y forma. Las miles de especies pueden ser identificadas por las caracteristicas de su
concha. La formacion de la concha comienza en el estadio larval. Primero es una capa simple
que posteriormente forma una espiral plana que gradualmente cambia a una espiral cénica. La

concha provee proteccion al organismo pero al mismo tiempo le agrega peso, es por €so que en
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algunos casos la tendencia es la pérdida o reduccidn de la concha que a su vez esta relacionada

con la pérdida de torsién del organismo (Meiglitsch, 1972; Brusca y Brusca, 1990).

Fig. 6. Concha de un gasterépodo y las partes que la conforman
Imagen: http:/perso.wanadoo.es/malakos/graficos/biologia/gastro.gif

1.14.2.2. Cabeza

La cabeza estd generalmente bien desarrollada, la boca es mas o menos terminal y casi todos
los gasteropodos tienen un par de tentaculos primitivos que tienen ojos cerca de la base de los

mismos. Los tentaculos son importantes como quimiorreceptores (Meiglitsch, 1972).

Los pies son un 6érgano ventral que se arrastra y permanece en su forma primitiva. Una funcion
importante de los pies es la secrecion; una gran cantidad de glandulas mucosas provee de
suficiente moco para la lubricacién. EI moco producido tiene diferentes caracteristicas

endureciéndose al contacto con el aire 0 agua (Meiglitsch, 1972).
Los pies de los gasteropodos poseen un conjunto de musculos pedales retractores, que se

adhieren a la concha y al manto dorsal en distintos angulos y actian en armonia para levantar y

bajar la base del pie o para acortarse ya sea en direccion longitudinal o transversal. Las ondas
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de contraccion hacen que el organismo se mueva de atras hacia delante (ondas directas) o de
adelante hacia atrés (ondas retrogradas). Los movimientos musculares ritmicos son producidos
para impulsar a los caracoles, pero en algunas especies los movimientos de los pies son mas

altamente organizados (Brusca y Brusca, 1990).

La pared del cuerpo comprende tres capas: cuticula, epidermis y musculos, estd compuesta por
una proteina llamada conchina. La cavidad del manto es una capa que forma la pared dorsal del
cuerpo; las células que se encuentran en la pared dorsal del cuerpo o manto, constituyen las
glandulas productoras de la concha de los moluscos, algunas otras son células sensitivas
(Meiglitsch, 1972).

1.14.2.3. Alimentacion

La radiacion adaptativa de los gasterdpodos ha resultado en una variedad de habitos de
alimentacion y el tracto digestivo has sido modificado dependiendo de los habitos de
alimentacion y del modo en que obtienen la comida, asi que el sistema digestivo es uno de los
mas variables en gasterépodos (Meiglitsch, 1972). Los moluscos poseen aparato digestivo
completo, boca, cavidad bucal (en donde se encuentra el aparato radular), eséfago, estémago,
intestino y ano; algunas glandulas estan asociadas a la parte anterior del aparato digestivo
incluyendo algunas que producen enzimas y otras que secretan lubricante sobre la radula,

llamadas glandulas salivales (Brusca y Brusca, 1990).

La gran mayoria de gasteropodos son micréfagos, algunos raspan o cepillan la superficie de las
rocas, algas o animales sésiles y objetos similares, pero algunos otros gasteropodos se
alimentan del detritus y otros son carrofieros. En este tipo de organismos la radula es el principal
aparato de alimentacion. La forma de la radula varia también dependiendo de la alimentacién.
Un numero considerable de gasterdpodos se alimentan de presas mas grandes pero siguen
siendo microfagos. Existe un gran nimero de gasteropodos que son macrofagos, los herbivoros
de este tipo utilizan la radula para cortar piezas de comida mientras que los carnivoros han

convertido su aparato radular en una arma (Meiglitsch, 1972).

28



Glipracs one Blonsias ol How g Llmnolopiia

Conus delessertii

En términos de alimentacidn los gasteropodos més especializados son los caracoles del género
Conus, en los cuales la radula se ha reducido a una estructura aislada en forma de diente con
forma de arpén que inyecta veneno. El arpdn se descarga del final de una larga proboscide que
puede lanzarse répidamente para capturar a la presa, usualmente peces, gusanos 0 uno que
otro gasteropodo, que es jalado hasta el sistema digestivo. EI veneno se inyecta a través del
diente radular, que es hueco, por contraccion de una glandula de veneno (Brusca y Brusca,
1990). Los venenos de los Conus son muy poderosos, tan asi es que algunas especies son

capaces de causar la muerte de humanos (Meiglitsch, 1972).

1.14.2.4. Sistema circulatorio

La cavidad del cuerpo es un espacio circulatorio abierto o0 hemocele, en donde se encuentran las
branquias (los prosobranquios respiran a través de una sola branquia) y algunos vasos
sanguineos en donde se lleva acabo el intercambio gaseoso. La sangre de los moluscos
contiene varios tipos de células incluyendo amebocitos, y se le llama hemolinfa. Y es
responsable de acarrear los productos de la digestién de los sitios de absorcion al resto del
cuerpo. El corazén se localiza dorsalmente dentro de la cdmara pericardica y esta comprendida
por un par de atrios (algunas veces llamados auriculas) y un simple ventriculo (Brusca y Brusca,
1990).

1.14.2.5. Estructuras de excrecion.

Las estructuras basicas de excreciéon son un par de metanefridios (normalmente llamados
rifiones); el nefrostoma se abre al celoma pericardial via el ducto renopericardio, y el nefridioporo
descarga en la cavidad del manto que usualmente se encuentra cerca del ano (Brusca y Brusca,
1990).

1.14.2.6. Sistema nervioso
El sistema nervioso esta compuesto por tres pares de ganglios cerca del eséfago. Los ganglios
cerebrales se encuentran por encima del eséfago, los ganglios pedales se encuentran anteriores

a la linea media de los pies y los ganglios pleurales estan localizados mas lateralmente. Todos

los ganglios estan conectados formando un triangulo neural de cada lado. Un par de ganglios
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bucales estan unidos a los ganglios cerebrales. Un par de cordones nerviosos surgen de los
ganglios pedales y se extienden hacia los pies. Los primeros estan conectados por comisuras y
forman un ganglio en la union de las comisuras y los nervios. Un par de nervios palioviscerales
provienen de los ganglios pedales y se extienden hacia la region visceral. Tipicamente, un
ganglio parietal se encuentra en cada uno de los nervios palioviscerales, y cada nervio termina
en un ganglio visceral. Las comisuras conectan a los dos ganglios cerebrales a los dos ganglios
pedales y a los dos ganglios viscerales (Meiglitsch, 1972). Todos los moluscos poseen varias
combinaciones de tentaculos, fotorreceptores estatocistos y osphridias, estas Ultimas son
parches de células sensoriales localizadas en la pared del manto. La mayoria de los
gasterdpodos tienen un par de tentaculos cefalicos, y ojos pequefios en la base de cada uno de

los tentaculos (Brusca y Brusca, 1990).

1.14.2.7. Reproduccion

El aparato reproductivo de los gasterdépodos consiste en una gbnada que esta fusionada con la
masa visceral. El gonoducto se desarrolla en asociacién con el nefridio derecho. En los casos en
los que el nefridio derecho sigue siendo funcional transportando productos de excrecion, se le
llama conducto urogenital. Los gasteropodos pueden ser dioicos 0 hermafroditas y en cualquiera

de los dos casos solo existe una génada (Brusca y Brusca, 1990).

30



Glipracs one Blonsias ol How g Llmnolopiia

Conus delessertii

Fig. 7. Anatomia interna de de los gasterépodos.

Imagen: http://www.aula2005.com/html/cn1eso/16invertebradosnoartropodos/caracol4catalaes.jpg
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2. ANTECEDENTES

El interés por el estudio de las toxinas de los caracoles del género Conus se generé al descubrir
que la picadura de estos organismos causaba la muerte de seres humanos (Olivera y Cruz,
2001). Han pasado ya 39 afos desde que los primeros estudios sobre estos caracoles fueron
elaborados y desde entonces se han purificado y secuenciado alrededor de 230 conotoxinas y
se ha determinado la secuencia de cerca de 850 conotoxinas mediante clonacién (Kaas et al.,
2008).

El Laboratorio de Neurofarmacologia Marina del Instituto de Neurobiologia de la UNAM ha sido
el pionero en la investigacion de toxinas de especies de Conus de costas mexicanas. Debido a
que este campo de investigacion ha sido poco explorado en este pais y a la importancia que
tienen las toxinas de los Conus, el grupo de investigadores del Laboratorio de
Neurofarmacologia Marina en Juriquilla, Qro., se ha dado a la tarea de investigar todos y cada

uno de los venenos de las diferentes especies, con la finalidad de encontrar toxinas novedosas.

De las 50 especies que se conocen en México se han estudiado tres C. spurius, C. austini'y
C.delessertti. A la fecha se han descubierto 12 diferentes toxinas provenientes de las especies
antes mencionadas. A continuacion se muestran las 10 toxinas descubiertas de las especies

Conus austini y Conus spurius (Tabla 3).

Tabla 3. Toxinas de los caracoles C. austini'y C. spurius. (* = extremo carboxilo amidado)

Especie Toxina Secuencia Actividad Referencia
C. austini as7a TCKQKGEGCSLDVYyCCSSSCKPGGPLFDFDC* Posible, en Zugasti-Cruz et
canales detipo | @20
marcapaso
asl4a GGVGRCIYNCMNSGGGLNFIQCKTMCY Posible, Zugasti-Cruz ef
as14b RWDVDQCIYYCLNGVVGYSYTECQTMCT bloqueadores de | &7 20

canales de K*
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Tabla 3. Toxinas de los caracoles C. austini'y C. spurius. (* = extremo carboxilo amidado)

Especie Toxina Secuencia Actividad Referencia
C. spurius | srba IINWCCLIFYQCC ? Aguilar et al.,
2006.
sri1a CRTEGMSCyyNQQCCWRSCCRGECEAPCRFGP* | Posible Aguilar et al.,
modulacién de 2007.
canales de K*
activados por
voltaje
dependientes de
calcio
sr7a CLQFGSTCFLGDDDICCSGECFYSGGTFGICS* | ;? Luna-Ramirez et
al., 2007.
Conorfamida | GPMGWVPVEYRE* ? Maillo et al.,
Sr1 2002
Conorfamida | GPMyDOLYyIIRI* Probable en Aguilar et al.,
Sr2 receptores 2008.
acoplados a
proteinas G, a
canales iénicos
sensibles a acido
y a canales de
Na* activados
por FMRFamida
o-SrlA RTCCSROTCRMcYPcLCGa Inhibe receptores | Lopez-Vera et
«-SriB RTCCSROTCRMEYPCLCGa de acetilcolina | 200"

a1ty ya o4f2

Los primeros trabajos realizados con el caracol C. delessertii se llevaron a cabo en el 2000 y

2001 por Lépez-Vera y Meyer, respectivamente, quienes elaboraron la primera caracterizacion

de algunos péptidos del veneno de esta especie marina; la idea era investigar varios

componentes del veneno, hacer la purificacion, la secuenciacion y experimentos de efectos

fisioldgicos; sin embargo debido a la gran cantidad de componentes del veneno solo se pudieron

enfocar en dos componentes (Lopez-Vera, 2000; Meyer, 2001).
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Aguilar et al., en un trabajo realizado en el 2005, describen la primera secuencia completa de
aminoacidos de un péptido de C. delessertii (Tabla 4). Ellos encontraron que este péptido
contiene algunas modificaciones postraduccionales y seis residuos de Cys dispuestos en un
patron que los define en la superfamilia-O de las conotoxinas. El péptido fue llamado “de7a” de
acuerdo a la nomenclatura de las conotoxinas. Asi mismo encontraron que “de7a” contiene una
secuencia —-yCCS-; esta secuencia ha sido encontrada solo en y-conotoxinas. Por lo tanto C.
delessertii es el primer vermivoro en que se ha demostrado la posible presencia de esta clase de
conotoxinas. Este descubrimiento sugiere que el péptido “de7a” puede activar canales catidénicos

no especificos activados por voltaje tipo marcapasos (Aguilar et al., 2005a).

En el mismo afio este grupo de cientificos publicé otro articulo en donde describe la purificacién
y caracterizacion bioquimica del péptido de13a (Tabla 4) del veneno del caracol C. delessertii.
Este péptido contiene dos residuos de 5-hidroxilisina, Hyl. Esta modificacién no habia sido
previamente descrita en conotoxinas; también, tiene ocho residuos de cisteina con arreglo C-C-
C-CC-C-C-C, desconocido anteriormente en las conotoxinas; ademas contiene una proporcion
inusualmente alta de cadenas de aminoacidos hidroxilados. Por lo tanto este péptido es,
posiblemente, el primer ejemplo de una superfamilia de conotoxinas nueva, y la primera

reportada con Hyl (Aguilar et al., 2005b).
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3. JUSTIFICACION

Debido al descubrimiento de que las toxinas de Conus tienen propiedades que han resultado
prometedoras para el tratamiento de distintas enfermedades, tales como la epilepsia, el cancer,
etc., asi como en el estudio de la funcién de distintos canales idnicos y receptores, se ha hecho
mucho mas interesante la investigacion sobre estas toxinas. La razén primordial para hacer
estudios sobre estas toxinas radica en que las especies mexicanas constituyen un campo no
explorado. De las 50 especies de Conus que se conocen en México solo se tienen estudios
publicados de 12 toxinas de tres especies distintas, dos de las cuales pertenecen al veneno de la
especie C. delessertii. Teniendo en cuenta que existen aproximadamente 50000 toxinas en todo
el género (considerando 500 especies y 100 toxinas por especie) y que de ese numero solo se
han descubierto 1000 aproximadamente incluyendo especies mexicanas, tenemos que solo se
ha descubierto el 2% del total de las toxinas existentes, y solo el 0.24% de las toxinas de
especies mexicanas. Es preciso resaltar que hace falta caracterizar aproximadamente el 98% de
las toxinas de todo el género y casi la totalidad de las toxinas de especies mexicanas. Como se
puede observar queda mucho por hacer en el campo de la caracterizacién de toxinas de Conus
a nivel mundial y particularmente en México. Por esta razén y por la importancia que tienen estos
péptidos es necesario que esta labor sea perseguida y lograda con la finalidad de encontrar
conotoxinas novedosas. Por lo tanto es muy importante caracterizar quimicamente las
conotoxinas para poder estudiar los efectos fisioldgicos, ademas de establecer similitudes y
diferencias que se encuentren en los diferentes componentes de los venenos, para facilitar el
entendimiento de los mecanismos de depredacién y defensa que estos organismos han
desarrollado a través de la evolucion. Asimismo es importante continuar el estudio de los
componentes de los venenos ya que estos podrian ser prospectos potenciales en estudios

farmacoldgicos y de investigacion basica en biologia molecular.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general:

Purificar y determinar la estructura quimica de algunos péptidos aislados del veneno de Conus

delessertii.

4.2 Objetivos particulares:

¢ Purificar algunos péptidos del extracto crudo del conducto venenoso.
e Determinar la masa molecular de los péptidos.

e Determinar la estructura primaria de los péptidos.
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5. METODOLOGIA

Los caracoles de la especie Conus delessertii fueron colectados en el Mar Caribe (Isla Mujeres)
a través de barcos camaroneros. Una vez capturados se mantuvieron congelados a -20°C hasta
su llegada al Laboratorio de Neurofarmacologia Marina en el Instituto de Neurobiologia de la

UNAM. Los organismos fueron almacenados a -70°C hasta ser utilizados.

Para poder obtener el aparato del veneno del caracol se requiere que el animal esté separado de
la concha. En primer lugar los organismos fueron descongelados; posteriormente los cuerpos de
10 organismos de C. delessertii fueron centrifugados a 1,430 g durante 15 minutos a 4°C, con la
finalidad de separar el cuerpo de la concha del caracol. Una vez que se realiz6 la separacion el

cuerpo del organismo fue congelado a -70°C.

5.1. Obtencion del extracto crudo

Con la finalidad de obtener el veneno se realizé la diseccion del bulbo venenoso que fue
congelado a -70°C y del conducto venenoso de donde se extrajo el veneno con 10.76 ml de
solucién de extraccion de acetonitrilo (ACN) al 40% y é&cido trifluoroacetico (TFA) al 0.5%. Los
conductos venenosos fueron homogeneizados (Potter-Elvehjem, vidrio/vidrio) y posteriormente
centrifugados a 11,130 g durante 15 minutos en un cuarto frio a 4°C. El sobrenadante se separé

del tejido obteniendo asi el extracto crudo del veneno.

Se realiz6 una cuantificacién de proteinas totales con el método de Lowry y se obtuvieron 19.3
mg; una vez cuantificadas las proteinas totales se procedié a separar y purificar los componentes
del veneno del extracto crudo, con una mezcla de solucion de TFA al 0.1% (Solucién A) y de
una solucion de TFA al 0.085% con ACN al 90% (Solucién B).

5.2. Purificacion de los péptidos
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Los péptidos se separaron mediante cromatografia de alta resolucion en fase inversa (RP-HPLC,
por sus siglas en inglés), con una columna semipreparativa C18 (10 x 250 mm, particulas de 5
um, poros de 300 A: Vydac, 218TP510). Los péptidos se eluyeron a temperatura ambiente con
un gradiente de 5% a 100% de solucién B en 95 minutos, con un incremento de B de 1% por
minuto y un flujo de 2.5 ml por minuto. Se inyectaron 5 ml. La deteccion se realiz con un
espectrofotometro de flujo ajustado a 220 nm de longitud de onda. La colecta de los péptidos se
realiz de manera manual en tubos Eppendorf de 1.5 ml, y se obtuvieron 10.75 ml . Los péptidos

fueron llevados a sequedad mediante un evaporador centrifugo.

Del cromatograma que surgio de la primera purificacion se eligieron las zonas A y B para
posterior purificacion (Fig. 9). Los péptidos pertenecientes a cada uno de estas zonas fueron
disueltos con 200 pl de solucién B 'y 100 pl de una mezcla de TFA: agua 1:1. Posteriormente se
centrifugaron a 13,063 g durante 15 minutos; el sobrenadante se utiliz6 como material para la
inyeccion. En todos los casos se utilizd RP-HPLC con columnas analiticas C18 (Vydac,
218TP54), C8 (Vydac, 208TP54) o C4 (Phase Separations, PSL847307); los péptidos fueron
eluidos a temperatura ambiente y la deteccién se realizé con un espectrofotdmetro de flujo
ajustado a 220 nm. La colecta de los péptidos se realiz de manera manual en tubos Eppendorf
de 1.5 ml. Para la repurificacion de los péptidos se elaboraron diferentes programas (Tabla 5),
con la intencion de optimizar la separacién de los péptidos, ya que las toxinas tienen diferente
grado de hidrofobicidad y requieren de diferentes condiciones de gradiente para su separacion.

Ademas, se vari6 también la fase estacionaria (C18, C8 o C4), con el mismo fin.

Tabla 5. Programas utilizados en la purificacion de los péptidos.

Columna Gradiente Isocratico| Incrementode B | Flujo | Inyeccion

P1 | Analitica C18 | 25% a 45% de solucién B en 40 minutos | 10 min 0.5 %/min 1mimin| 2.5ml
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P2 | AnaliticaC8 |20 % a 50 % de solucion B en 60 minutos - 0.5%/min 1 ml/min 1ml

P2 | AnaliticaC8 | 28% a42% de solucion B en 70 minutos | 10 min 0.2%/min 1 ml/min 1ml

P3| Analitica C4 0 % a 60 % de B en 60 minutos 5 min 1%/min 1 ml/min 1ml

P4 | Analitica C4 20 % a 40 % de B en 80 minutos 5 min 0.25%/min 1 ml/min 1ml

P5 | Analitica C18 35% A 70 % de B en 105 minutos 10 min 0.3%/min 1ml/min 5ml

P6 | Analitica C8 34 % a 51 % de B en 51 minutos 5 min 0.3 %/min 1 ml/min 1ml

P6' | Analitica C8 40% a 74% de B en 102 minutos 5 min 0.3%/min 1 ml/min 1ml

5.3. Determinacion de la estructura primaria

Las secuencias de aminoacidos de los péptidos purificados se obtuvieron mediante un
secuenciador automatico de proteinas bajo el principio de degradacién de Edman (Procise 491
Protein Sequencing System, Applied Biosystems, Foster City CA). La secuenciacion
automatizada utiliza, entre otros, el reactivo de Edman, fenilisotiocianato (PITC); la reaccion
libera, en cada ciclo, el aminoacido amino-terminal como un derivado de la feniltiohidantoina
(PTH), el cual se identifica mediante RP-HPLC por su tiempo de retencion, y deja el péptido con
un residuo menos en el extremo amino; el proceso de acoplamiento (reaccion del PITC con el
grupo amino del residuo N-terminal), corte (ruptura del enlace peptidico entre el residuo N-
terminal modificado con PITC y el siguiente, con formacién de la anilinotiazolinona (ATZ) del
residuo N-terminal liberado), e identificacion (extraccion de la ATZ y su conversion a PTH, e
identificacion cromatografica de ésta) se repite el nimero de veces deseado. La experiencia ha
demostrado que, en general, es posible identificar 50 residuos partiendo de una muestra pura en
buena cantidad (por ejemplo, 200 picomoles). Normalmente, se vigila el proceso de
secuenciacién cada 2 ciclos (1.5 h) y se detiene cuando ningun PTH aumenta en cuatro ciclos
consecutivos, o cuando varios PTHs aumentan en proporcion similar en varios ciclos seguidos, lo
cual impide la interpretacion de los resultados. En la Tabla 6 se muestran las cantidades

utilizadas para la determinacion de la estructura primaria.
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5.4. Determinacion de la masa molecular

Para conocer la masa molecular de los péptidos, éstos se analizaron mediante espectrometria
de masas en la Unidad de Protedmica del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, por el Dr.

César Batista.

Los espectros de iones positivos de las muestras se obtuvieron utilizando dos diferentes técnicas
de espectrometria de masas: MALDI (matrix-assisted, laser-desorption ionization) y ESI
(electrospray ionization). Ambas técnicas son altamente utilizadas en el analisis de proteinas y
péptidos teniendo en comun que ambas transfieren las proteinas o péptidos intactos a la fase
gaseosa sin fragmentarlos. La diferencia entre ambas técnicas radica principalmente en que en
MALDI un l&ser evapora una matriz en donde se encuentra la muestra; una vez que el laser toca
la matriz la energia transforma a la matriz a la fase gaseosa ionizando las moléculas. Por otro
lado ESI es una técnica en donde la muestra se encuentra en fase liquida. La muestra se
convierte en aerosol por el sistema vy las gotitas resultantes salen ionizadas, hasta que
finalmente forman la fase gaseosa. Otra de las diferencias radica en que MALDI produce iones
con carga de +1, en cambio ESI produce varios iones con distintas cargas. Eso significa que los
espectros de ESI son mucho mas complejos que los de MALDI. ESI es recomendada para
moléculas de hasta 200,000 Daltons (Da) y MALDI es recomendada para moléculas de hasta
500,000 Da. A pesar de sus diferencias ambas técnicas son utiles en el andlisis de masas de
péptidos y proteinas y la decision de utilizar una técnica o la otra depende del criterio del

investigador (Hoffman y Stroobant, 2007).

En el caso de las muestras analizadas por MALDI se emple6 un equipo Tetan MALDI-Tof/Pro de

Amersham Biosciences, utilizando acido 4-o-hidroxicinamico en modo reflectron.

En el caso de las muestras analizadas por ESI se empledé un equipo ESI-IT LCQ de
ThermoElectron, equipado con una fuente de nanorocio. El flujo inicial de 10 pl/min fue reducido
a 500 nl/min mediante un divisor de flujo (20x1) localizado antes del sistema de ionizacién. El
voltaje para ionizacién fue de 1.7 kV y la temperatura del capilar se mantuvo en 130°C. En la

Tabla 6 se muestran las cantidades utilizadas para la determinacion de la masa molecular.
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Tabla 6. Cantidades utilizadas para la determinacion de la masa molecular. A= Volumen total en pl de cada uno de
los picos, B= picomoles totales, C= volumen utilizado en la determinacién de la estructura primaria en pl, D=
volumen utilizado en la determinacién del peso molecular en pl, E= picomoles utilizados en la determinacién de la

estructura primaria y F= picomoles utilizados en la determinacién del peso molecular.

Pico A B C D E F
laaaa 60 175 12 24 35 70
lba 100 112 45 55 50 61
llaaaa 60 217 12 33 43 119

liba 100 165 15 85 24 140
lica 100 106 40 60 42 63
lllaaaa 60 798 3 6 39 80
Vlaaa 100 114 45 55 51 62
Ba 100 535 10 47 53 251
Bba 100 4000 5 10 200 400
Bca 100 183 30 70 54 183
Bcc 100 226 20 80 45 226
Bcc 100 257 25 75 64 257
Bda 100 392 5 64 19 392
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6. RESULTADOS

La purificacion de los péptidos del veneno de C. delessertii se realizd mediante varios pasos de
HPLC de fase reversa, y su caracterizacion estructural se llevd a cabo por medio de secuenciacion

de Edman automéatica y espectrometria de masas mediante los métodos de MALDI y ESI.

Antes de presentar los resultados, cabe mencionar que durante la secuenciacion de Edman de una
proteina o péptido puros, en una posicién dada, siempre se observa una pequefia proporcién del
residuo identificado en el ciclo anterior; esto se debe a que las reacciones de la degradacion,
inclusive en un secuenciador automatico, no tienen un rendimiento del 100%; este fendmeno es
mayor con los residuos de Pro (e hidroxi-Pro), ya que el rendimiento del paso de corte (ver tres
paginas antes) es menor que en el caso de los demas aminoacidos. Por otras razones conocidas
(por ejemplo, pureza de los reactivos) y desconocidas, este fenémeno (llamado aqui “retraso”)
puede presentarse con residuos distintos de Pro e hidroxi-Pro. Ademas, puede darse el caso de que
el PTH del residuo anterior vuelva a aumentar en el ciclo siguiente (y en los subsecuentes), lo cual
puede complicar la interpretacion de la secuencia; sin embargo, el percatarse de que este fenémeno
se esta presentando puede ayudar a evitar errores en la interpretacién del resultado de la
secuenciacién. Como ejemplo de este fendémeno, se presenta enseguida el resultado detallado de la
secuenciacién del primer péptido “laaaa” (Fig. 8) caracterizado en este trabajo (el cual también se
muestra mas delante de manera simplificada); por cuestion de espacio, en los casos de los demas
péptidos se omite la descripcion detallada y solo se muestran los residuos del péptido mayoritario
(en el primer renglon) y los provenientes de péptidos contaminantes minoritarios (en los renglones
siguientes, sin intentar detectar y mostrar el fenomeno de “retraso”). En el ejemplo que sigue y en los
casos de los otros péptidos, los contaminantes observados en cada posicion han sido ordenados de
mayor a menor abundancia en renglones consecutivos; sin embargo, esto solo se hizo en los casos
donde se observd una proporcion significativa (>5% del péptido mayoritario) de secuencias
contaminantes. Afortunadamente, debido a los varios pasos de purificacién empleados, la diferencia

en abundancia (mas de 20 veces, excepto en el caso del péptido 1Vaaa) entre el péptido mayoritario
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y los contaminantes minoritarios fue suficiente para la identificacion sin ambigiedad de los residuos

mostrados para cada uno de los péptidos.

Posicion-> |1 (2 |3 |4 |5 |6 9 (10 |11 (12 |13 |14 (15|16 |17 |18 | 19
laaaa M |P |(C|F |M|G|S E |G|H|C|C|C |V |S |P |N X
N D Q|E|G|H|C|C |C |V S|P
N PI|V|E|G|H|C|C|C |V |S |P
% L IN|V |V |V |H|C|C|C |V
A D |A T|H|C |C|C |V
P N P |F |O [H
A M Y N
Q

También cabe mencionar que a veces se observan pequefios aumentos inesperados de varios
aminoacidos en el mismo ciclo, los cuales son debidos a variaciones impredecibles del secuenciador
automatico; entre estas variaciones se encuentra el volumen en que queda disuelto el PTH-
aminoacido antes de la inyeccién en el cromatografo de alta eficiencia acoplado al médulo de la
degradacion de Edman. Si no se estd consciente de este fendmeno, estos pequefios aumentos
podrian interpretarse erroneamente como contaminantes. En teoria, si en una muestra hubiera tres
péptidos cuyas secuencias no coincidan en ninguna posicion, deberian observarse aumentos de tres
PTH-aminoé&cidos en cada ciclo, a menos que alguno(s) de los péptidos contengan Cys en esa
posicion; normalmente no es posible detectar los residuos de Cys si no han sido modificados con

algun agente alquilante (como acido yodoacético o 4-vinilpiridina, por ejemplo).

Finalmente, en el primer ciclo de la degradacion de Edman es comun detectar pequefias cantidades
de la mayoria de los aminoacidos, los cuales se encuentran como contaminantes en forma libre y no
como parte de otros péptidos; por este motivo en los resultados en la primera posicion solo se
muestra el aminoacido que es claramente el mayoritario, 0 en su defecto, cuando no fue posible

decidir cual es el mayoritario, y por lo tanto identificar el residuo N-terminal, se indica con una X.
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Fig. 8. Cromatogramas de la secuenciacién de Edman del péptido laaaa. Estandar de PTH-aminoacidos y residuos del 1 al 3.
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Fig. 8. Cromatogramas de la secuenciacion de Edman del péptido laaaa. Residuos del 4 al 7.



Posgrado en Ciencias del Mar y Limnologia

Conus delessertii

Fig. 8. Cromatogramas de la secuenciacién de Edman del péptido laaaa. Residuos del 8 al 11.
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Fig. 8. Cromatogramas de la secuenciacion de Edman del péptido laaaa. Residuos del 12 al 15.
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Fig. 8. Cromatogramas de la secuenciacién de Edman del péptido laaaa. Residuos del 16 al 19.
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Es necesario mencionar también que a pesar de la poca cantidad de muestra obtenida de
durante la purificacion y de la todavia menos cantidad de muestra que qued6 después de tomar
alicuotas para la secuenciacion de Edman, fue necesario realizar los experimentos para obtener
la masa de cada uno de los péptidos. En general, para obtener un espectro de legible se
requiere de 200 pmol de muestra; en este trabajo se analizaron muestras hasta con 19 pmoly en

el caso del péptido Bba, en donde el resultado fue muy claro, se utilizaron 400 pmol.

Ambas metodologias, secuenciacion y espectrometria de masas son complementarias; como se
puede observar en las Figuras 25y 26 y en la Tabla 13 que corresponden al péptido Bba, la
secuenciacion no es suficiente para la interpretacion de los datos; en este caso fue necesario
hacer el analisis de masas para concluir que este pico presentaba cuatro variantes del mismo
péptido (Tabla 23); esta informacion no hubiera podido ser inferida de no haber realizado ambas

técnicas.

En la Fig. 9 se muestra la separacién del extracto crudo y las fracciones elegidas para la

repurificacion. Las secciones A y B se eligieron debido a que no habian sido estudiadas
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previamente. Las fracciones que fueron estudiadas previamente se sefialan con una flecha
“‘de13a”, “de7a” (Aguilar et al., 2005 ay b) y “4-587-589-1” (datos no publicados). La seccion M
(Meyer, 2001). Se obtuvieron 12 secuencias parciales y 1 completa de los péptidos purificados a

partir de las secciones Ay B del veneno de C. delessertii.

4-587-589-1

U220
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200-
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50-
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75 100
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Fig. 9. Perfil cromatografico del extracto crudo del veneno del caracol marino C. delessertii. Los péptidos fueron
separados con una columna semipreparativa C18. Los péptidos se eluyeron con un gradiente de 5% a 100% de
solucion B en 95 minutos, con un incremento de B de 1% por minuto y un flujo de 2.5 ml por minuto. “A” y “B”
secciones elegidas para purificacion, secuenciacion y espectrometria de masas. “M”, region estudiada por Meyer en
el 2001. “de13a”, “de7a” y 4-587-589-1 péptidos estudiados previamente.

En el caso de la seccidn “A” del cromatograma del extracto crudo se eligieron cuatro picos para

su posterior purificacion los cuales se muestran a continuacion:

/ II
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Fig. 10. A. Ampliacién del perfil cromatogréfico de la seccion “A” del extracto crudo. I, 11, III y IV picos elegidos

para purificacion, secuenciacion y espectrometria de masas. La seccion | muestra las cuatro etapas de purificacion

del pico Ia. En la primera etapa se utilizd el programa P1; en la segunda etapa se utilizé el programa P2; en la

tercera etapa se utilizo el programa P3; y en la cuarta etapa se utilizé el programa P4. 1b.

Tabla 7. Secuencia parcial, peso molecular calculado de la secuencia y pesos moleculares experimentales

obtenidos por espectrometria de masas (MALDI) de la muestra que contiene al péptido Iaaaa.

Péptido
(35 pmol)

Estructura primaria

Peso molecular calculado
(Daltons)

Peso molecular
experimental

(Daltons)
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Taaaa MPCFMGSCEGHCCCVSPNX 1901.25 3434.01 (A=15.05)

3449.06 (A=15.05)
3463.23 (A=14.17)
3480.35 (A=17.12)
3495.94 (A=15.59)
4039.29.
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Fig. 11. Espectrometria de masas (MALDI) del la muestra que contiene al péptido Iaaaa.

Tanto la secuenciacion automatica, como la espectrometria de masas indican que el péptido
laaaa no esta puro y que su secuencia esta incompleta. Sin embargo, la proporcién entre la
secuencia mayoritaria y las minoritarias observada en la secuenciacion de Edman indica que las
masas 3434.01-3495.94 corresponden a la secuencia mayoritaria, mientras que la de 4039.29
corresponde a algun contaminante. Las diferencias entre las masas mayoritarias (A, ver Tabla 7)
varian entre 14.17 y 17.12 Da y podrian deberse, por ejemplo, a diferentes grados de oxidacion
(15.99 Da) en residuos de Met (de los cuales el péptido laaaa tiene al menos 2) o de

hidroxilacion (15.99 Da) de residuos de Pro, Lys o Val localizados mas alla de la posicion 18.

El pico Ib se purifico en condiciones distintas al pico Ia, el cromatograma resultante se muestra a
continuacion
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Fig. 12. La seccion | muestra las dos etapas de purificacion del pico Ib. En la primera se utiliz el programa P1 (ver

Fig. 10) y en la segunda etapa se utilizé el programa P2'.

Tabla 8. Secuencia parcial, peso molecular calculado de la secuencia y pesos moleculares experimentales

obtenidos

por espectrometria de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido Iba.

i

.
2

=
o

1

I

il

&

Péptido Estructura primaria Peso molecular calculado | Peso molecular
(51 pmol) (Daltons) experimental
(Daltons)
Iba MPQFMGSTEIHGVSGSLSCKFCCTCYGA 2941.40 Indefinido
A100— 3514.0
A100 s o é
U 9535 E
N3 D 903
N 853 C g3 3509.0 13525.0
C go 3 ! 3 3496.0 3608 o
1 E A 753 3355.0
A 755 R 703 3388.0 3480.0 3574.0 3699.0
R 70 g g %0 3396.0
E g5 3 L 655  |3241.0 32040
L3 +2 A so3
¢ 60 5 3 1749.3 |T 3
| 552 1167.0 v e
\Y 50
A %03 8 +5 54
45 i 437 O 700.0 J
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Fig. 13. Espectrometria de masas (ESI) del la muestra que contiene al péptido Iba.

Tanto la secuenciacion automatica, como la espectrometria de masas indican que el péptido Iba
no estd puro y que su secuencia esta incompleta. Aunque la proporcidn entre la secuencia
mayoritaria y minoritarias observada en la secuenciacion de Edman permitié identificar 28
residuos, la masa correspondiente a la secuencia mayoritaria no pudo ser determinada, muy
probablemente debido a que la cantidad de muestra analizada no fue suficiente. (Tabla 8 y Fig.
12Y13)
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Fig. 14. La seccion Il muestra las cuatro etapas de purificacion del pico Ila. En la primera etapa se utilizd el
programa P1; en la segunda etapa se utilizé el programa P2; en la tercera etapa se utilizé el programa P3 y en la
cuarta etapa se utilizé el programa P4. I1Ib y Ilc (Ver Fig. 16).
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Tabla 9. Secuencia parcial, peso molecular calculado de la secuencia y pesos moleculares experimentales

obtenidos por espectrometria de masas (MALDI) de la muestra que contiene al péptido I1aaaa.

Péptido Estructura primaria Peso molecular calculado | Peso molecular experimental
(43 pmol) (Daltons) (Daltons)
Ilaaaa AGDNSQLVYCQLKAFPTCCLAFLA 2574.99 Indefinido

841.335

823.377

994,254

t
a0

t
1,000

t u t
1,100 1,200 1,300

miz

t
1,400

Fig. 15. Espectrometria de masas (MALDI) de la muestra que contiene al péptido I1aaaa.

La secuenciacion, asi como la espectrometria de masas indican que el péptido llaaaa no esta

puro. Aunque la proporcion entre la secuencia mayoritaria y minoritarias observada en la

secuenciacién de Edman permiti6 identificar 24 residuos, la masa correspondiente a la secuencia

mayoritaria no pudo ser determinada (la masa de los residuos identificados es mayor que

cualquiera de los valores experimentales), muy probablemente debido a que la cantidad de

muestra analizada no fue suficiente. (Tabla 9y Fig. 14y 15)




Posgrado en Ciencias del Mar y Limnologia

Conus delessertii

IIca

11
R
2‘ = IIb I1a
£150 \ o™
125+ l
1001 Ic
751 \
60+
25- L
A - v v T
0o 10 20 30 40 50
MINUTOS
11b Ilc
2N
DN o 2
< IIba o
=] ' 2 50
£
20 /
40-
154 |
304
Ly A 20-
I/ |
5 | d‘.‘ ,._'|\ ! \ =l
0 ‘1-_‘-“‘(1/ T T 1 0
0 10 20 30 40 50

MINUTOS

10 20 30 40 50
MINUTOS

Fig. 16. La seccion Il muestra las dos etapas de purificacion de los picos IIb y Ilc. En la primera etapa de

purificacion se utilizé el programa P1 y en la segunda se utilizd el programa P2'. 1la, ver Fig. 14.
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Tabla 10. Secuencias parciales, pesos moleculares calculados de las secuencias y pesos moleculares

experimentales obtenidos por espectrometria de masas (ESI) de las muestras que contiene a los péptido Ilba y

IIca. S.A. = Secuencias adicionales minoritarias; xX= residuo no identificado, y=gammacarboxiglutamato.

Péptido Estructura primaria Peso molecular calculado | Peso molecular
(25 pmol) (Daltons) experimental
(42 pmol) (Daltons)

IIba MPQFMDSTyIGVCGSLSCKFCCTCYVGXQ 3078.54 8875.0
S. A G 3020.51 8893.0
Ilca XDDNSRLVYCCLKAFPTCPLACVPK 2653.14 3000.0
3042.0
. -1#?1 - . 1002 8893.0
0 o5 2 T
N N 904
D 90 D 3
A 853 " :zé 8896.0
C 807 c E
s L
E 65 E 65 é 8875.0
. Lo
|T 55 1271.6 IT %53 8898.0
Y 50 M
" 45 ’: A 45 3 8911.0
40 —; 40 8914.0
e 5 % P 8965.0 8982.0  9020.0
303 1779.0 30 9029 O 9077,
253 25 9099 0
203 203 8861 0
15 é e 15
 naull 2 Il V |
St [T 3 M H WH
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Fig. 17. Espectrometrla de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido Ilba.
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Fig. 18. Espectrometria de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido Ilca.

900

La cromatografia y el analisis por espectrometria de masas indican que los péptidos llba y lica

1000 1200

no estan totalmente puros (Tabla 10 y Fig.16, 17 y 18 ). Las diferencias entre las masas
calculada para la secuencia determinada quimicamente del péptido lica y las masas
experimentales indican que faltan 3-4 residuos por identificar, considerando un promedio de 110
Dalresiduo. Este péptido parece consistir de 2 variantes muy similares. Sin embargo, en este
caso, no se detectd ninguna diferencia entre ellas, en los 24 residuos identificados, los cuales
dan cuenta de ~88% de las masas experimentalmente determinadas. La diferencia (42.0 Da)
entre éstas podria deberse a acetilacion (42 Da), trimetilacién (42.0 Da) o gamma-carboxilacién
(44.0 Da) de alguna cadena lateral. Aunque la acetilacién y la trimetilacion concuerdan mejor con
la diferencia entre las masas experimentales, hasta el momento no han sido descritas en
conotoxinas. Otras posibilidades son sustituciones de Gly por Val, lle por Ala, Leu por Ala (42.08
Da), Glu por Ser (42.04 Da), y Asn por Arg (42.09 Da).

El péptido lIba también parece consistir de 2 variantes muy similares, ya que en la posicion 6 se
observé un aumento considerable de Gly (en negrillas y subrayado en la parte superior de la
Tabla 10, ademas de Asp, que fue el residuo mayoritario; sin embargo, esta
microheterogeneidad no explica la diferencia (18.0 Da) entre las 2 masas observadas

experimentalmente (8875.0 y 8893.0 Da), ya que las masas promedio de los residuos de Asp

3200
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(115.1 Da) y Gly (57.1 Da) difieren en 58.0 Da. Esto sugiere que hay por lo menos una diferencia
entre las dos variantes. Los 30 residuos identificados dan cuenta de ~35% de la masa

experimental.
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Fig. 19. La seccion Ill muestra las cuatro etapas de purificacién del pico IIla. En la primera etapa se utilizd el

programa P1; en la segunda etapa se utilizd el programa P2; en la tercera etapa se utilizé el programa P3 y en la

cuarta etapa se utilizd el programa P4.

Tabla 11. Secuencia parcial, peso molecular calculado de la secuencia y pesos moleculares experimentales

obtenidos por espectrometria de masas (MALDI) de la muestra que contiene al péptido Illaaaa.

Péptido | Estructura primaria Peso Peso
(40 molecular molecular
pmol) calculado | experimental
(Daltons) (Daltons)
[llaaaa | WPGCVHPCIPIVALCDYRRCPNYPSARCLPDYCVCQGCFYRGCRQLTCD | 5606.56 3081.37
3435.86
4153.86

6190.50
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Fig. 20. Espectrometria de masas (MALDI) de la muestra que contiene al péptido “IIlaaaa’.
La secuenciacion y la espectrometria de masas indican que el péptido lllaaaa no esta puro. El
caso de este péptido llama la atencion por dos razones: 1) con poca cantidad de muestra (40
pmol) se identificaron 49 residuos; 2) aunque el espectro de masas muestra varias sefiales de
intensidad similar, en la secuenciacién la cantidad de la secuencia mayoritaria (40 pmol) es
mucho mayor que las minoritarias (<2 pmol); esto podria deberse a la presencia de
contaminantes abundantes con extremos amino bloqueados, que no pueden ser secuenciados,
ylo a la ocurrencia de supresion iénica en el componente mayoritario cuya secuencia se observd
claramente. La diferencia (583.94 Da) entre la masa calculada para la secuencia determinada
quimicamente (5606.56 Da) y la mayor masa experimental (6090.50 Da) indica que faltarian 4

residuos por identificar, considerando un promedio de 110 Da/residuo (Tabla 11y Fig.19 'y 20).
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Fig. 21. La seccion IV muestra las tres etapas de purificacion del pico IVa. En la primera etapa se utilizo el

programa P1; en la segunda etapa se utilizo el programa P2y en la tercera etapa se utilizo el programa P2’
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Tabla 12. Secuencia parcial, peso molecular calculado de la secuencia y pesos moleculares experimentales
obtenidos por espectrometria de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido IVaaa. S.A. = Secuencias

adicionales minoritarias.

Péptido Estructura primaria Peso molecular calculado | Peso molecular experimental
(51 pmol) (Daltons) (Daltons)
IVaaa XVSIGSQLDYYTSEDAYTFCAR 2389.53 Indefinido
S.A. XFYPCCAVVCIP 1212.50
XPNEYERTISNR 1378.43
100 - 256.8 .
B ]
ﬁ 90
D
A 80 7
N a
Ic 70 é 654.2
A Z
RO
E i
L 50
A ]
|T 0 é 391.2
A 30 é 32 678.5
] 6345 810.5 1205.1 1451.8 15150
20 3 h 898, 3 1139.9 J 216.8 1362.9 1622 4 1774.8  1949.0
10
| W M M W ! th il M bbbl wwmm\ w memm il A[ il
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Fig. 22. Espectrometria de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido IVaaa.

En este caso durante los primeros 12 ciclos, se distinguieron 3 secuencias mayoritarias
(separadas por renglones vacios en la Tabla 12). Este resultado no fue inesperado, dado que el
perfil cromatografico indicaba que la muestra no era homogénea; sin embargo, no se podia
descartar de antemano que la heterogeneidad fuera debida a variantes postraduccionales en
algunas posiciones. Desafortunadamente, la cantidad de muestra analizada no fue suficiente

para obtener un espectro de masas interpretable (Fig. 21y 22).

En el caso de la seccion “B” del cromatograma del extracto crudo se juntd el material que habia

sido previamente purificado (Fig. 23, panel B) y se elabord un nuevo programa para mejorar



Posgrado en Ciencias del Mar y Limnologia

Conus delessertii

separacion de los péptidos; el perfil cromatografico y los picos obtenidos y seleccionados para la

purificacion, secuenciacion y espectrometria de masas estan sefialados en la Fig. 23, panel B1.

B

é‘ -
e 250+
200- |
1504 A
100" |') 4‘
I
0 '
050 75
MINUTOS
B1
§ 10 Bb
< 407 o
E Bc
301 ¥ Bd
¥
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Fig.23. B, Ampliacion del perfil cromatogréafico de la seccion B del extracto crudo del veneno del caracol marino
Conus delessertti. Los picos fueron separados con una columna semipreparativa C18, con un gradiente de 5% a
100% de solucion B en 95 minutos, con un incremento de B de 1% por minuto y un flujo de 2.5 ml por minuto. BA1,
Perfil cromatografico de la seccién B del extracto crudo. Los picos fueron purificados con el programa P5. Ba, Bb, Bc

y Bd son los picos que fueron elegidos para purificacidn, secuenciacion y espectrometria de masas.

Ba.

En el caso del pico Ba no se realizd ninguna purificacion extra. El pico se encontré, disuelto y
llevado directamente a secuenciacion a partir de etapa de purificacién; los resultados de la

misma se muestran a continuacion:



Posgrado en Ciencias del Mar y Limnologia

Conus delessertii

Tabla 13. Secuencia parcial, peso molecular calculado de la secuencia y pesos moleculares experimentales

obtenidos por espectrometria de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido Ba. O = hidroxi-Pro; W =

bromo-Trp.
Péptido Estructura primaria Peso molecular Peso molecular
(54 pmol) calculado (Daltons) experimental
(Daltons)
Ba AGCDOQONGSWCGLCODCCQCSFY 2675.74 Indefinido
288.7
AlOO |
B ]
U 90 -
N ]
2 80 352.3
NS 7228
IC 70 |
A 0 279.2
60 - 267.3
E 71 260.1
L 50
A 4 654.7
T _
40 478.4 1147.0
v 590.6 707 gss0 1423.7 1955.2
A 30 ] 9725 1090.0 |1183.2 1581.0 1719.2
20; M V “ H M “ H
10 é
" M li M MWM W M il »H A il M W il Wm WHWW
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Fig. 24. Espectrometria de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido Ba.

Se observaron contaminantes en una proporcién muy pequefia, pero se identificaron claramente
24 residuos del péptido mayoritario; sin embargo, dado que la masa molecular de éste no pudo
ser determinada, se desconoce el porcentaje de la secuencia que ha sido identificada (Tabla 13
y Fig. 23y 24).

Los picos Bb, Bc y Bd se sometieron a otra etapa de purificacién y los perfiles cromatograficos

de los mismos se muestran a continuacion:

Bb.

Bba
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Fig. 25. Bb perfil cromatogréfico del pico Bba. El pico fue purificado con el programa P6.

Tabla 14. Secuencia parcial, peso molecular calculado de la secuencia y pesos moleculares experimentales

obtenidos por espectrometria de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido Bba. S.A. = Secuencias

adicionales. O = hidroxi-Pro.

Péptido | Estructura primaria Peso molecular Peso molecular
(200 calculado (Daltons) experimental
pmol) (Daltons)
Bba DCIPGGENCDVFROYRCCSGYCILLLCAA 3165.67 3078.0
S.A. o P 3095.0
3111.0
3139.0
3155.0
+3 100 3095.0
Algo4 10335 A3
B B 95
U 95 VN
N ] N 903
E 902 E\’ 35% 3138.0
N 85 N go 3
C g0 3 ¢ 3
I ICE
A 75 A3
7
E 657 + R
A 60 1*3’48-4 A 603 3111.0
T3 T 55 P
| 553 ! E A
X 50 3 X 50’E
453 45
40§ 403
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E 20 328100 3009.0 370
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Fig. 26. Espectrometria de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido Bba.

La masa calculada para la secuencia obtenida quimicamente es mayor que cuatro de las cinco

masas mayoritarias observadas en el espectro de masas. Considerando que el fenémeno de
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retraso pudo haberse presentado en el Ultimo residuo, se calculd la masa de los primeros 28
residuos (3078.59 Da) y se encontrd que concuerda muy bien con una de las masas
experimentales mayoritarias (3078.0 Da); por lo tanto, se concluyé que la alanita (Ala) de la
posicion 29 es un artificio debido al fendmeno de retraso. Como en los casos anteriores, la
proporcion entre la secuencia mayoritaria y las minoritarias fue muy grande (en este caso, >100).
Sin embargo en las posiciones 4 (Pro) y 14 (hidroxi-Pro), se observo una cantidad apreciable de
hidroxi-Pro y Pro, respectivamente (en negrillas en el renglén de secuencias minoritarias), lo que
indica la presencia de variantes postraduccionales. Ademas, en la posicién 7 la cantidad de Glu
fue aproximadamente la mitad de la observada en la posicién 6 (Gly) y 8 (Asn), lo que indica que
cerca de la mitad de las moléculas no contienen Glu en dicha posicion. Dado que no se detect6
ningun otro PTH en esta posicion, era probable que se trate de gamma-carboxi-Glu, el cual se
descarboxila parcialmente durante la etapa de corte de la secuenciacién de Edman y produce
una pequefia cantidad de Glu. En el espectro de masas se observan dos especies mayoritarias
(3095.0 y 3138.0 Da) con una diferencia de 43.0 Da, que concuerda bien con la masa de un
grupo carboxilo (44.0 Da). Por lo tanto, tomando en cuenta los resultados de la secuenciacion
automatica y de la espectrometria de masas, se concluye que el péptido Bba es en realidad una
mezcla de dos componentes mayoritarios (3095.0 y 3138.0 Da) y tres componentes minoritarios
(3078.0, 3111.0 y 3155.0 Da).(Tabla 14 y Fig. 25 y 26) Los detalles acerca de la identidad de los

cinco componentes del péptido Bba se dan en la discusion.
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Fig. 27. Perfil cromatografico del pico Be. Los picos fueron purificados con el programa P6. Bca, Beb y Bee son los

picos elegidos para la secuenciacion y espectrometria de masas.

Tabla 15. Secuencia parcial, peso molecular calculado de la secuencia y pesos moleculares experimentales

obtenidos por espectrometria de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido Bca. O = hidroxi-Pro; W =

bromo-Trp.

Péptido Estructura primaria Peso molecular calculado Peso molecular experimental
(25 pmol) (Daltons) (Daltons)

Bca AGCDOQONGSWG 1299.12 Indefinido

(¢,alto peso molecular?)
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Fig. 28 Espectrometria de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido Bca.
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Tabla 16. Secuencias parciales, pesos moleculares calculados de las secuencias y pesos moleculares
experimentales obtenidos por espectrometria de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido Bcb. O =

hidroxi-Pro; W = bromo-Trp.

Péptido Estructura primaria Peso molecular calculado Peso molecular experimental
(52 pmol) (Daltons) (Daltons)
Bch AGCDOQONGSWCGLCO 1729.68 Indefinido

(¢,alto peso molecular?)
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Fig. 29 Espectrometria de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido Bcb.

40

> TH>»rrm=D

30

20 257.8 3531

4729 508
h\h

" it u\meﬂu

10

MV H M»M

1000 miz 1200 1400 1600 1800 2000

Tabla 17. Secuencia parcial, peso molecular calculado de la secuencia y pesos moleculares experimentales

obtenidos por espectrometria de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido Bec. O = hidroxi-Pro; W =

bromo-Trp.
Péptido Estructura primaria Peso molecular calculado Peso molecular
(64 pmol) (Daltons) experimental
(Daltons)
Bcc AGCDOQONGSWCGLCOLCCXSGFCQDQX 2810.91 Indefinido
(¢ alto peso
molecular?)
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Fig. 30 Espectrometria de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido Bec.

Hasta donde pudo determinarse, los péptidos Bca, Beb y Bec tienen una secuencia casi idéntica
a la del péptido Ba (Tabla 13). Dado que ambos péptidos tienen varias modificaciones
postraduccionales, es muy probable que la diferencia entre ellos se deba a modificaciones
postraduccionales adicionales en las partes de la secuencia que falta determinar; otra posibilidad

es que tengan distintos aminoacidos en dichas regiones (Fig. 27 y 28).
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Fig. 31. Perfil cromatografico del pico Bda. El pico fue purificado con el programa P6'.

Tabla 18. Secuencia parcial, peso molecular calculado de la secuencia y pesos moleculares experimentales

obtenidos por espectrometria de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido Bda. O = hidroxi-Pro; W =

bromo-Trp.

Péptido Estructura primaria Peso molecular calculado Peso molecular experimental
(20 pmol) (Daltons) (Daltons)

Bda AGCDOQONGSWCGQLOLQDQ 2239.16 Indefinido

(¢,alto peso molecular?)
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Fig. 32 Espectrometria de masas (ESI) de la muestra que contiene al péptido Bda.

Este péptido también tiene una secuencia N-terminal idéntica a la de los péptidos Ba (Tabla 13),
Bca (Tabla 15), Bcb (Tabla 16) y Bec (Tabla 17). La comparacion entre todos los péptidos con

secuencia similar es presentada en la discusion.
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7. DISCUSION

En la experimentacion realizada en este trabajo se lograron purificar y secuenciar parcialmente
doce péptidos y completamente un péptido aislado del veneno del caracol marino C. delesserti.
En cada uno de los casos se eligieron los picos principales para las etapas de secuenciacion y la
espectrometria de masas. Como se puede observar en los cromatogramas de cada una de las
etapas finales de la purificacion, los picos obtenidos presentan contaminacidn por otros péptidos,

los cuales también se observaron en la secuenciacion y la espectrometria de masas.

Cabe mencionar que después de ser purificados los péptidos, con mayor o menor éxito, se
tomaron alicuotas de ellos para la secuenciacién de Edman automatica. Los resultados indican
que las muestras analizadas contenian cantidades variables de sus componentes mayoritarios
(19-200 pmol). Excepto en el caso del péptido IVaaa, la secuencia mayoritaria obtenida fue por lo
menos 20 veces mas abundante que cualquier secuencia contaminante. Con base en los
resultados de la secuenciacion y en la cantidad disponible de cada péptido, se tomaron alicuotas
con contenido variable (60-200 pmol) del componente mayoritario para el analisis mediante
espectrometria de masas; en teoria, estas cantidades son suficientes para determinar la masa
molecular de un péptido. Sin embargo, cabe mencionar que la calidad de los espectros de
masas, y por lo tanto de los resultados de este andlisis, depende de varios factores, tales como
la cantidad y pureza de la muestra, la ocurrencia de supresion iénica, la fuente de ionizacion, y la
resolucion y sensibilidad del equipo, entre otros. En la mayoria de los casos de los péptidos
estudiados en este trabajo se analizaron mezclas con componentes mayoritarios en cantidades

pequefias y que pudieron sufrir supresion iénica.

Es un hecho de que los venenos de los Conus representan una fuente rica en péptidos
biolégicamente activos, sin embargo no todos los péptidos que componen el veneno se
encuentran presentes en la misma concentracion, y algunos son muy poco abundantes.
Ademas, la pérdida de material debida a los distintos pasos de purificacién (Kauferstein et al.,
2004) contribuye a la dificultad del estudio de estos compuestos. El problema principal que se
presentd en la realizacién de este estudio fue la pérdida de material por purificacion; si se

observan los cromatogramas, se puede ver que en algunos casos hubo una pérdida de hasta el



Glipracs one Blonsias ol How g Llmnolopiia

Conus delessertii

90 % del material que originalmente se tenia disponible, lo cual nos impidié elaborar otros
experimentos que se tenian contemplados (bioensayos). En la practica, no es raro recuperar solo
el 50% del material en cada paso de cromatografia, lo que deja 50, 25, 12.5 y 6.3% del material
original después de 1, 2, 3 y 4 pasos de purificacion, respectivamente. Sin embargo la cantidad
de material resultante, nos permiti6 obtener las secuencias parciales de doce péptidos distintos y
la secuencia completa de uno de ellos, asi como informacion sobre las masas de cuatro

péptidos.

El problema de la pérdida de material se podria resolver si se tuviera una cantidad grande de
ejemplares de caracoles disponibles para la extraccion del veneno, lo cual normalmente no
ocurre, ya que la obtencién de caracoles es un proceso caro, debido a que se requiere de
buques camaroneros u oceanograficos o de buceo SCUBA para su colecta. Por esta razon el
material que se extrae debe ser cuidadosamente trabajado con el fin de optimizar su uso. Una
de las herramientas que han sido utilizadas con éxito para hacer estudios mas completos (por
ejemplo, para identificar blancos moleculares) es la de la producir artificialmente (mediante
sintesis quimica o expresion en células procariontes y eucariontes) los péptidos, una vez que
estos han sido caracterizados bioquimicamente; tal es el caso de algunos de los péptidos que se
encuentran en las distintas etapas de la investigacién clinica como la a-conotoxina Vc1.1 del
caracol marino C. victoriae que ha demostrado ser muy Uutil contra el dolor neuropatico periférico
y para acelerar la recuperacion de neuronas dafiadas, y la w-conotoxina CVID de C. catus que
se pretende utilizar para tratar el dolor neuropatico, ademas de que se ha demostrado que tiene

mejores efectos que el Prialt (Livett et al., 2004).

Otra de las herramientas que se utilizan para el caso de los péptidos de los que solo se puede
obtener secuencias parciales, es la deduccion de la secuencia completa a partir de la secuencia
parcial obtenida quimicamente, mediante clonacién del ADNc y su secuenciacion (Kauferstein et
al., 2004). La secuencia completa de la toxina madura asi obtenida puede sintetizarse en

cantidades apropiadas mediante los métodos descritos en el parrafo anterior.

De las siete secuencias obtenidas de la seccion A, dos mostraron similitud con las secuencias

parciales que previamente habia estudiado Meyer en el 2001 (Tabla 19).
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Tabla 19. Secuencias parciales, peso molecular calculado y peso molecular experimental de tres de las fracciones

de la seccion “A” del cromatograma del extracto crudo comparadas con las secuencias obtenidas por Meyer en el

2001.

Péptido Estructura primaria Peso Peso
molecular molecular
calculado experimental
(Daltons) (Daltons)

MEYER | MPGCVHPCIPIVALCDYRRCPNYPSA 2872.41 3512.7

[llaaaa | WPGCVHPCIPIVALCDYRRCPNYPSARCLPDYCVCQGCFYRGCRQLTCD 5606.56 3081.37

3435.86

4153.86

6190.50
WPGCVHPCIPIVALCDYRRCPNYPSAR 3083.60

MEYER | NDDNSCLVYCCLEAFPLCFFAQVYXE 2903.36 8861.2

[laaaa | AGDNSQLVYCQLKAFPTCCLAFLA 2574.99 Indefinido

Jagaa | MPCFMGSCEGHCCCVSPNX 1901.25 3334.01-

3495.94

La secuencia que presentd mayor similitud con una de las estudiadas por Meyer fue la secuencia
que corresponde al péptido “lllaaaa”. Al compararlos, se encontrd que estos péptidos coinciden
en 25 aminodcidos y solo se diferencian en el extremo amino, en donde el primer residuo es
metionina (en el péptido de Meyer) en lugar de triptofano. Es posible que el péptido de Meyer y el
“lllaaaa” sean una variante del mismo péptido debido a su similitud y a que fueron purificados de
fracciones similares del cromatograma de C. delessertii, sin embargo el valor por espectrometria
de masas que obtuvo Meyer del péptido purificado se aleja del valor del peso calculado de su
mismo péptido, lo que indica que la secuencia esta incompleta (Tabla 19); lo mismo se aplica al

péptido Illaaaa.

Por otro lado la secuencia del péptido “llaaaa” también presentd similitudes con una de las

secuenciadas por Meyer: de los 24 aminoacidos comparables 13 fueron iguales.

El péptido “Iaaaa” presentd 18 aminoacidos en su secuencia parcial y no mostrd similitud con
ningun otro péptido antes estudiado (Tabla 19). En el caso de los tres péptidos anteriores no se

encontraron evidencias de ninguna modificacion postraduccional a pesar de que se ha reportado
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que algunas familias de péptidos de Conus presentan un gran numero de estas modificaciones
(Buczek et al., 2005).

Una vez obtenida la secuencia parcial, se realiz6 una comparacién para determinar si alguna de
las secuencias compartia similitudes con el arreglo de cisteinas de alguna de las superfamilias
de las conotoxinas, y no se encontrd ninguna coincidencia clara. En el péptido Illaaaa se
encontraron 10 cisteinas en un arreglo que podria sugerir que pertenece a la superfamilia S; sin
embargo, esto no puede ser confirmado debido a que se desconoce si la estructura primaria esta
completa. En el caso del péptido “laaaa” aparentemente se encontraron 5 cisteinas; sin embargo,
la posicion 12 podria en realidad estar ocupada por una Gly, cuyo aumento pudo ser
enmascarado por el de la Gly de la posicion 10; si este fuera el caso, se trataria de 4 cisteinas en
un arreglo que sugiere que pertenece a la superfamilia O de las conotoxinas (Kerr et al., 1984);
esta posibilidad no puede ser comprobada ya que se carece de la estructura primaria completa.
Sin embargo, la presencia de O-conotoxinas en el vermivoro C. delesserti ya ha sido
previamente descrita, con el caso de una posible y- conotoxina (Aguilar et al., 2005a). Por otro
lado es posible que estos péptidos no se encuentren dentro de las superfamilias ya establecidas
de conotoxinas; por esta razon, es necesario completar y confirmar la estructura primaria de los

mismos para poder asi determinar con seguridad si pertenecen o no a estas superfamilias.

Para tratar de determinar el peso molecular exacto de los péptidos “laaaa” “llaaaa” y “lllaaaa”, se
utilizé la espectrometria de masas y se obtuvieron los espectros mostrados en las Fig. 11,15y
20. La espectrometria de masas muestra diferentes pesos moleculares, algunos de los cuales
corresponden a la contaminacion con secuencias adicionales observadas durante la
secuenciacion de las muestras analizadas. El resultado de la espectrometria de masas se
compard con el peso molecular calculado y no se encontraron coincidencias; en el caso del
péptido “laaaa” el valor de peso molecular obtenido con la secuenciacion parcial queda muy por
debajo de los valores que se obtuvieron en la espectrometria de masas, lo que indica que la

secuencia esta incompleta.

En el caso del péptido “lllaaaa”, el peso molecular obtenido de la secuencia parcial no concuerda
con ninguno de los obtenidos en la espectrometria de masas y aunque se encontraron 49
aminoacidos en la secuencia principal no hay seguridad de que todos estos residuos

pertenezcan a la misma, ya que al comparar los pesos moleculares obtenidos en la
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espectrometria de masas con los pesos obtenidos de la secuencia parcial no se encontrd
ninguna coincidencia. Una posibilidad es que no todos los amino&cidos pertenecen a la
secuencia principal; una razén que sugiere esto es que al hacer el calculo del peso molecular
hasta el aminoacido N° 27 (secuencia subrayada en la Tabla 18) el resultado (3083.60 Da) es
muy cercano a uno de los valores encontrados en la espectrometria de masas (3081.37 Da);
esto podria indicar que el péptido “lllaaaa” esté formado por 27 aminoécidos y 4 residuos de
cisteina (Tabla 19), y que los amino&cidos presentes a partir del residuo 28 pertenecen a
secuencias contaminantes. Recientemente se ha reportado que la presencia de péptidos con un
arreglo de cuatro cisteinas puede ser un componente comun en los componentes de venenos de
caracoles vermivoros, ademas de que el arreglo y la conectividad de sus puentes disulfuro
puede ser variable (Moller et al., 2005). El arreglo de cuatro cisteinas separadas se ha descrito
en la superfamilia J de las conotoxinas, de las cuales se ha reportado que bloguean canales de
K* activados por voltaje tipo Kv1.6 y también los receptores de acetilcolina a1f1ed y a3 p4
(Imperial et al., 2006); este arreglo de Cys también ha sido encontrado en la superfamilia L, de la
cual la toxina It14a es un antagonista de receptores nicotinicos de las células PC12 (Peng et al.,
2006). Haciendo una comparacion del péptido “lllaaaa” (tomando en cuenta los primeros 27
residuos) con algunos péptidos reportados de la superfamilia J (Tabla 20), podemos observar
que ademas de presentar cuatro residuos de cisteina en su estructura primaria, el arreglo de
cisteinas varia en comparacion al que presenta una de las toxinas de C. geographus (Olivera
et al., 1990) y a las toxinas que se caracterizaron de C. floridanus floridanus, C. villepinii y C.
planorbis (Moller et al., 2005 ; Imperial et al., 2006).

Tabla 20. Algunas conotoxinas de la Superfamilia J comparados con el péptido I1Taaaa.

Péptido Estructura Primaria Especie

[laaaa WPGCVHPCIPIVALCDYRRCPNYPSAR | C. delessertii

pllda FPRPRICNLACRAGIGHKYPFCHCR C. plannorbis
villda GGLGRCIYNCMNSGGGLSFIQCKTMCY C. villepinii

flflda WDVNDCIHFCLIGVVERSYTECHTMCT C. floridanus floridanus
—————— KFLSGGFKyIVCHRYCAKGIAKEFCNCPD C. geographus

De las purificaciones realizadas con los péptidos “Iba” “llba” “lica” y “IVaaa” se obtuvieron las

secuencias parciales que se muestran en la Tabla 21. Estos péptidos tienen varios residuos de
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cisteina. En el caso del péptido “llba” el arreglo de cisteinas podria sugerir que es un péptido de
la superfamilia O de las conotoxinas. Por otro lado, a pesar de su parecido con el péptido llba, el
arreglo de cisteinas que presenta el péptido “Iba” no corresponde a alguno antes descrito, por lo
que el péptido no pudo ser colocado como miembro de alguna familia de conotoxinas. En los
otros dos casos, dado que las secuencias no estan completas quedan abiertas varias
posibilidades, en el caso del péptido “lica” el arreglo de cisteinas podria sugerir que pertenece,
ya sea a la superfamilia A o a la superfamilia M de las conotoxinas. El péptido “IVaaa” tiene la
particularidad de que solo presentd un residuo de cisteina en la posicion 20. La presencia de una
modificacion postraduccional se hizo evidente en el péptido llba que presentd carboxilacion del

glutamato en la posicion 9 (Tabla 21).

Tabla 21. Secuencias parciales de las fracciones correspondientes a la seccion “A” del cromatograma del extracto
crudo, Peso molecular calculado con base en el peso molecular de cada uno de los residuos obtenidos en la
secuenciacion.

v= gammacarboxiglutamato; x= residuo no identificado.

Péptido | Estructura Primaria Peso molecular calculado Peso molecular
(Daltons) experimental
(Daltons)
Iba MPQFMGSTEIHGVSGSLSCKFCCTCYGA 2941.40 Indefinido
1Iba MPQFMDSTyIGVCGSLSCKFCCTCYVGXQ 3078.54 8875.0
8893.0
Ilca XDDNSRLVYCCLKAFPTCPLACVPK 2653.14 3000.0
3042.0
IVaaa | XVSIGSQLDYYTSEDAYTFCAR 2389.53 Indefinido
XFYPCCAVVCIP 1212.50
XPNEYERTISNR 1378.43

Una vez obtenidas las secuencias parciales, se calcul6 el peso molecular de los péptidos y el
resultado se muestra en la Tabla 21; estos valores no muestran el peso molecular real de los
péptidos ya que solo estan calculados con base en el peso de los residuos que se observan en
la secuencia primaria. Asi mismo se realiz6 la espectrometria de masas de los péptidos y no se
pudo definir el peso molecular de dos de ellos debido a que los espectros no fueron de buena
calidad por la contaminacion y la poca cantidad de muestra. En el caso del péptido “Iba” el valor
del pico maximo en la espectrometria es, aparentemente, de 3514.0 Da (aunque este valor no es
del todo seguro, ya que la sefial es de muy baja intensidad), el cual queda por encima del valor

de peso molecular calculado e indicaria que la secuencia esta incompleta. Por otro lado el
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péptido “llba” presenta un valor maximo en la espectrometria de masas de 8893.0 Da, valor que
queda muy por encima del valor del peso molecular calculado de la secuencia parcial. En el caso
del péptido “lica” se presentaron dos masas moleculares principales con diferencia de 42, es
posible que esta diferencia se deba a una tri-metilacion o a una acetilacién del péptido, sin
embargo los valores de espectrometria de masas estan por encima del valor de peso molecular
calculado, lo que indica que la secuencia del péptido esta incompleta. En el caso del péptido
“‘IVaaa”, en el cual se observd una secuencia mayoritaria y dos minoritarias, no se pudo
interpretar el espectro de masas ya que no se pudo definir el “envelope” de cargas y por tanto no
se pudo realizar la desconvolucidn de la masa debido a la alta contaminacién de la muestray a
la poca cantidad presente del péptido. Aunque ninguna de las secuencias anteriores esta
completa, los residuos de cisteina de los péptidos lica y el primer péptido minoritario del pico
IVaaa sugieren que podrian pertenecer a las superfamilia A o M, mientras que los péptidos Iba y

llba, al parecer, tienen arreglos de cisteinas distintos de los conocidos hasta el momento.

En el caso de la seccion “B” del cromatograma del extracto crudo se obtuvieron 6 secuencias

parciales, cinco de las cuales se muestran en la Tabla 22.

Tabla 22. Secuencias parciales de las fracciones correspondientes a la seccion “B” del cromatograma del extracto
crudo, Peso molecular calculado con base en el peso molecular de cada uno de los residuos obtenidos en la
secuenciacion.

v= gammacarboxiglutamato, W =bromotriptofano.

Péptido Secuencia parcial Peso molecular Peso molecular
calculado (Daltons) experimental
(Daltons)
4-987-589-1 | A GCDOQONGSWCGLCOLCCYSGFCVCFCXS 3150.44 No determinado
Ba AGCDOQONGSWCGLCODCCQCSFY 2675.74 Indefinido
Bca AGCDOQONGSWG 1299.12 Indefinido
Bcb AGCDOQONGSWCGLCO 1729.68 Indefinido
Bce AGCDOQONGSWCGLCOLCCXSGFCQDQX 2810.91 Indefinido
Bda AGCDOQONGSWCGQLOLQDQ 2239.16 Indefinido
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En el caso de los cinco péptidos de la seccidén B presentados en la tabla anterior es preciso
resaltar que existe un gran parecido entre las estructuras primarias encontradas. Ademas, todas
ellas son muy similares a las del péptido 4-587-589-1 caracterizado por Lopez. En todos los
casos se encontrd la presencia de residuos de cisteina y de bromacién del triptofano. Haciendo
una comparacién entre los péptidos podemos decir que no se presenta ninguna diferencia entre
todos ellos sino, aparentemente, a partir del residuo doce. En el caso del péptido “Bca” ya no
hubo la posibilidad de seguir comparando ya que de éste péptido solo se obtuvieron doce
residuos. Sin embargo los péptidos “Ba” y “Bcb” siguieron siendo similares hasta el aminoacido
16, mientras que los péptidos “Bcc” y “Bda” mostraron diferencias a partir del aminoécido 14.
Los péptidos en donde mas residuos se obtuvieron durante la secuenciacion fueron el “Bec” con
26 aminodcidos identificados y el “Ba” con 24 aminoacidos; sin embargo, al compararlos

observamos que a partir del aminoacido numero 17 presentan diferencias en algunas posiciones.

La similitud que existe entre estos péptidos no es poco comun dentro de los venenos de los
Conus. A pesar de que se ha mencionado que la parte madura de la toxina es hipervariable, la
posicion de las cisteinas se conserva cuando se frata de péptidos de la misma familia
(Zhangsung et al., 2006). En el caso de los péptidos mostrados en la Tabla 22, se puede pensar
que podrian pertenecer a la misma familia de conotoxinas ya que en la mayoria de los casos se
conserva la posicion de varias cisteinas. Dado el gran parecido de los cinco péptidos de la
seccion B con el péptido 4-587-589-1 caracterizado por Lopez, es muy probable que el arreglo
de cisteinas de dichos péptidos sea igual al de éste; si no hay mas residuos de cisteina en el
péptido 4-587-589-1, su arreglo de cisteinas seria similar al del péptido de13a, caracterizado
también a partir del veneno de C. delessertii (Aguilar et al., 2005b), aunque con diferentes
numeros de residuos intercisteina. En ninguno de los péptidos mostrados en la Tabla 22 se pudo
definir el peso molecular por espectrometria de masas. El “envelope” de cargas no pudo ser
definido porque no se logré hacer la desconvolucién de las masas; se cree que esto es debido a
la poca cantidad del péptido mayoritario presente en las muestras (20-64 pmol), y a la formacion
de agregados de alto peso molecular. Este ultimo fenémeno solo se presentd en los ultimos
cuatro péptidos mostrados en la Tabla 22, y no se tiene una explicacion aceptable para él. Una
posibilidad es que se ftrate de agregados covalentes mediante puentes disulfuro

intermoleculares; sin embargo, los péptidos siempre estuvieron en medio &cido, el cual impide el
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intercambio de disulfuros que podria dar origen a los agregados covalentes. Otra posibilidad es
que se trate de agregados no covalentes; ya que estos péptidos son hidrofébicos, es probable
que la agregacion se deba a interacciones hidrofébicas muy fuertes; sin embargo, no es comun
que los agregados no covalentes se mantengan intactos durante el proceso de ionizacién de la

espectrometria de masas.

El péptido “Bba” es la sexta secuencia de la seccion B del cromatograma del extracto crudo. Esta
secuencia no mostré similitud con las otras cinco, por esta razon no fue incluida en la
comparacion que se realizo en la Tabla 22. El péptido “Bba” fue el unico péptido del cual que se
obtuvo la secuencia completa, con un total de 28 residuos, seis de los cuales corresponden a
cisteinas. El peso molecular calculado corresponde claramente a la sefial mas alta de
espectrometria de masas (3095.0 Da), razon por la cual podemos decir que éste péptido esta
completo. Uno de los detalles que podemos observar del espectro de masas que se obtuvo de
este péptido (Fig. 25) es la presencia de varias sefales, las cuales, en algunos casos, deben
corresponder a contaminacion de la muestra por secuencias adicionales que no pudieron ser
interpretadas; sin embargo, hay evidencia de que en cuatro de los casos corresponden a
variantes postraduccionales del mismo péptido que se presentan en la muestra, en orden
decreciente de abundancia aparente (Tabla 23):

1) La intensa sefial con valor de 3138.0 Da: si se considera que la variante de 3095.0 Da
contiene en la posicion 7 un residuo de gammacarboxiglutamato en lugar del glutamato (como se
describié en la seccidn correspondiente de Resultados), se obtiene un valor de 3139.0 Da, lo que
explica la diferencia de masas de 44.0 Da (3095.0 + 44.0 = 3139.0). Por lo tanto podemos decir
que el glutamato fue modificado postraduccionalmente a gammacarboxiglutamato en casi la
mitad de las moléculas presentes en el péptido Bba.

2) La sefial con valor de 3110.57 Da: en este caso se calculd el peso molecular suponiendo que
la variante de 3095.0 Da presenta en la posicién 4 una hidroxiprolina en lugar de la prolina (como
se describi6 en la seccion correspondiente de Resultados), lo que da un valor de 3111.0 Da
(3095.0 + 16.0).

3) La sefial con valor de 3155.0 Da: si se considera que la variante de 3138.0 Da (que presenta
gammacarboxiglutamato en la posicién 7) contiene en la posicién 4 un residuo de hidroxiprolina

en lugar de prolina (como se describi6 en la seccion correspondiente de Resultados), se obtiene
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un valor de 3154.0 Da, lo que explica razonablemente la diferencia de masas experimentales de
17.0 Da (3155.0 - 3138.0 = 17.0).

4) La sefal con valor de 3078.0 Da: en este caso se calcul6 el peso molecular suponiendo que la
variante de 3095.0 Da presenta en la posicién 14 una prolina en lugar de hidroxiprolina (como se
describid en la seccidn correspondiente de Resultados), lo que da un valor de 3079.0 Da (3095.0

-16.0), que concuerda bien con el valor experimental.

Tabla 23. Variantes del Péptido “Bba”

Péptido Estructura primaria Peso molecular Peso molecular
calculado (Daltons) experimental
(Daltons)
Bba DCIPGGENCDVFROYRCCSGYCILLLCA 3094.58 3095.0
Variante 1 | DCIPGGYNCDVFROYRCCSGYCILLLCA 3138.58 3138.0
Variante 2 | DCIOGGENCDVFROYRCCSGYCILLLCA 3110.57 3111.0
Variante 3 | DCIOGGYNCDVFROYRCCSGYCILLLCA 3154.57 3155.0
Variante 4 | DCIPGGENCDVFRPYRCCSGYCILLLCA 3078.59 3078.0

Una de las caracteristicas importantes que se observd durante la secuenciacion del péptido
“Bba” fue que, presentd un arreglo de cisteinas que sugiere pertenece a la superfamilia O de las
conotoxinas. Diferentes péptidos de distintas especies de caracoles piscivoros asi como
molusquivoros han sido clasificados dentro de esta superfamilia. Sin embargo, han sido pocos
los péptidos de caracoles vermivoros que han sido clasificados dentro de la superfamilia O, tales
como: de7a, as7a y sr7a de C. delessertii, C. austini y C. spurius, respectivamente (Aguilar et
al., 2005a; Zugasti-Cruz et al., 2006; Luna-Ramirez et al., 2007). La superfamilia O de las
conotoxinas se divide en cinco familias que tienen diferente actividad farmacolégica a pesar de
que poseen el mismo arreglo de cisteinas. En la Tabla 24 se muestra una comparacion del
péptido “Bba” con las conotoxinas mencionadas que pertenecen, aparentemente, a la

superfamilia O de las conotoxinas.

Tabla 24. Secuencia del péptido “Bba”, correspondiente a la seccion “B” del cromatograma del extracto crudo,
comparada con ofras O-conotoxinas de caracoles vermivoros. &, = extremo amino amidado; y = gamma-carboxi-
Glu; O = hidroxi-Pro.

Péptido Estructura primaria Especie
sr7a CLQFGSTCFLGDDDICCSECFYSGGTFGICS& | C. spurius
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as7a TCKQKGEGCSLDVYCCSSSCKPGGPLFDFDC C. austini
de7a ACKOKNNLCAITYyMAYyCCSGFCLIYRC C. delessertii
Bba DCIPGGENCDVFROYRCCSGYCILLLCA C. delessertii

Como se puede observar en la Tabla 24, el péptido “Bba” comparte el arreglo de cisteinas con
las toxinas antes estudiadas de C. spurius (Luna-Ramirez et al., 2007), C. austini (Zugasti-Cruz
et al., 2006) y C. delessertii (Aguilar et al., 2005a). En el caso del péptido aislado de C. spurius
se menciona que tiene actividad en ratones causandoles hiperactividad y paralisis cuando se
inyecta en moluscos. Por otro lado los péptidos aislados de C. austiniy C. delessertii se cree que
tienen efecto en canales catidnicos no especificos activados por voltaje tipo marcapasos, por la
similitud que presentan con la y-conotoxina de C. pennaceus (Fainzilber et al., 1998). Ademas
presentan similitud con & y m conotoxinas de especies molisquivoras del Indopacifico sugiriendo
que pueden afectar canales de Na* y de Ca?*. Aunque el péptido “Bba” comparte el mismo
arreglo de cisteinas que las O-conotoxinas y tiene algunos residuos que se presentan en la
misma posicion, es dificil predecir si este péptido tiene la misma actividad que presentan los
péptidos antes mencionados. Por tal razdn seria necesario hacer bioensayos que determinen la

actividad de este péptido.
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8. CONCLUSIONES

—3

¢ Se obtuvieron siete secuencias parciales de la seccién A y cinco secuencias parciales de la
seccion B del cromatograma del extracto del conducto venenoso de C. delessertii

¢ Se obtuvieron las secuencias completas de 5 variantes del péptido “Bba”

* Elpéptido “Bba’ pertenece, aparentemente, a la superfamilia O de las conotoxinas.

» Esprobable que Ié secuencia del péptido ‘lllaaaa” esté completa,

 Excepto en el caso del péptido “IVaaa”, los péptidos mostraron poca contaminacion por la
presencia de secuencias adicionales.

» No se pudo definir el peso molecular de nueve de los trece péptidos purificados debido a
que algunas de las muestras contenian poca cantidad de péplidos y no fue material

| _ suficiente para los andlisis de espectrometria de masas. En cuatro casos al parecer se

ey formaron agregados de alto peso molecular con espectros no interpretables.
. » Es posible que algunos de los péptidos pertenezcan a nuevas superfamilias de conotoxinas.
Nota: la caracterizacion del péptido “Bba” fue publicada en enero del presente afio, a
; continuacién citamos la referencia.
Aguilar M.B., Flores-Torres A., Batista C.VF, Falcon A, Lopez-Vera E. y Heimer de la
Cotera E.P. 2009. Structural characterization of five post-transiationally modified
isomorphs of a novel putative 5—conotoxin from the vermivorous snail Conus
| delessertii from the Mexican Caribbean Sea. Peptides 30:458-466
[Pz}
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9. PERSPECTIVAS

A lo largo del presente trabajo se ha mencionado y resaltado la importancia del estudio de las
conotoxinas en diferentes areas. Desde el punto de vista biologico las toxinas han sido una
herramienta para entender algunos de los procesos de seleccion natural que han actuado sobre
los caracoles Conus durante la evolucion. Ademas, las toxinas han mostrado tener gran
potencial en el area de la neurologia por su capacidad de ser ligandos altamente selectivos de
los canales idnicos del sistema nervioso central de mamiferos. Por otro lado, en la farmacologia
son importantes por su potencial para descubrir y crear nuevos medicamentos para tratar

diversas enfermedades.

A pesar de que diferentes grupos de investigacién en el mundo han dedicado muchos esfuerzos
al estudio de las conotoxinas, existen numerosos casos en que el mecanismo de accion de las

toxinas se desconoce, aunque ellas mismas ya han sido caracterizadas quimicamente.

A nivel del género, se han descubierto alrededor de 1000 toxinas mediante purificacion y
clonacién. Si se considera que existen 500 especies de Conus y que cada una de ellas produce
100 toxinas distintas, faltarian alrededor de 49000 conotoxinas por ser descubiertas. Asi mismo
el numero de toxinas de especies mexicanas que queda por descubrir es muy grande y queda
mucho por hacer en este campo ya que en México solo se han caracterizado quimicamente, de

manera completa, 13 toxinas (incluyendo al péptido Bba reportado en esta Tesis).

Existen varios aspectos que deben ser considerados a futuro para poder seguir estudiando estas
toxinas. Se ha observado durante las campafias oceanograficas que se realizan para la
obtencién de organismos que las poblaciones de Conus no son tan abundantes como se podria
desear; por esta razon la extraccion de estos organismos de su habitat puede tener un impacto
negativo en las poblaciones de caracoles e inclusive en las comunidades de especies que
conviven con los Conus, alterando el equilibrio ecolégico del bentos. Asi, dado que el impacto
sobre las comunidades de organismos en donde no se han realizado estudios ecologicos es

incierto, es de importancia fundamental realizar estudios ecoldgicos enfocados en la abundancia,
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tasa de reproduccion, depredacion etc., de las especies mexicanas para asegurarse de que la

captura de éstas con fines de investigacion no representa un peligro para su supervivencia.

Otra de las areas que debe ser cubierta es la de la sintesis de conotoxinas, ya sea mediante
sintesis quimica o por medio de estrategias de biologia molecular como es la sintesis de los
genes y su subclonacién in Vitro para su expresion en células procariontes. Esto representaria
una ventaja en dos sentidos: 1) se podria omitir el sacrificio adicional de caracoles para la
obtencién del veneno; 2) las toxinas se podrian producir en gran cantidad para estudiarlas
detalladamente (estructura tridimensional, mecanismo de accién, afinidad hacia diferentes tipos y
subtipos de blanco molecular), con el fin de encontrar o disefiar herramientas moleculares y
medicamentos. Dadas algunas de las caracteristicas de las conotoxinas (modificaciones
postraduccionales y los puentes disulfuro) la sintesis de conotoxinas no representa una tarea
facil, sobre todo la de aquellas que presentan mayor cantidad de puentes disulfuro y
modificaciones postraduccionales; sin embargo, aun no sabemos el efecto de las modificaciones

postraduccionales en la actividad bioldgica.

Hasta el momento, en la mayoria de los trabajos realizados en México solo se ha hecho la
caracterizacion quimica de los péptidos. Esto es de suma importancia, pero falta hacer estudios
electrofisiolégicos para identificar la actividad sobre canales ionicos, transmisores y receptores
que presentan los diferentes péptidos. Aunque en algunos casos se puede inferir tentativamente
la actividad de una conotoxina basandose en el patron de cisteinas, no se tiene la seguridad de
que las toxinas que presentan caracteristicas estructurales similares tengan como blanco los
mismos canales ionicos o receptores. Debido a la alta selectividad de las conotoxinas por
diferentes subtipos de blancos moleculares, es importante seguir trabajando con los estudios de
electrofisiologia para poder determinar cuales conotoxinas son potencialmente utiles. El estudio
de las conotoxinas como herramientas en el estudio de canales i6nicos es un campo que debe
ser mas explorado. Existen toxinas que han servido para determinar la presencia de ciertos

canales e inclusive para entender mejor el funcionamiento de ciertos receptores.

Una de las tareas que es de gran interés, seria la de contribuir con una base de datos o una
biblioteca de datos de las distintas conotoxinas de las especies mexicanas que se han estado

descubriendo en esta ultima década en México. Esta base de datos junto con la que ya se esta
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elaborando a nivel mundial resultaria en un recurso muy util en el campo de la toxinologia de los

caracoles Conus.
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Abreviaturas

cm = centimetros.

AA o a.a. = aminodcidos.

P = Piscivoro.

V = Vermivoro.

M= Molusquivoro.

nAchR =receptor nicotinico de Acetilcolina.
VIH = Virus de inmunodeficiencia humana.
C= Conus.

ACN = Acetonitrilo.

TFA = Acido trifluroacético.

mg = miligramos.

RP-HPLC = Cromatografia de alta resolucidon en fase reversa.
mm = milimetros.

um = micrémetros.

ml = mililitros.

P1 = programa 1.

P2 = programa 2.

P2’ = programa 2 prima.

P3 = programa 3.

P4 = Programa 4.

P5 = Programa 5.

Pé6 = programa 6.

P&’ = progama 6 prima.

PITC = Fenilisotiocianato.

PTH = Feniltiohidantonia.

ATZ= anilinotiazolinona.

UNAM = Universidad Nacional Autbnoma de México.
MALDI = Desercion/ lonizacion mediante |Gser asistida por matriz.
ESI = lonizacion por electrospray.

Da= Daltons.

pmol = picomoles.

A = diferencia.

W = bromotriptofano

K = hidroxilisina

Yy = gammacarboxiglutamato

O = hidroxiprolina

TTX-R = resistente a la tetrodoxina

TTX-S = sensible a la tetrodoxina
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Abreviaturas de aminodacidos

Aminoacidos Cédigos atres letras Cédigos aunaletra
alanina ala A
arginina arg R
asparragina asn N
acido aspartico asp D
asparragina o acido aspartico asx B
cisteina cys C
fenilalanina phe F
glicina gly G
glutamina gln Q
acido glutdmico glu E
glutamina o acido glutdmico glx Z
histidina his H
isoleucina ile I
leucina leu L
lisina lys K
metionina met M
prolina pro P
serina ser S
tirosina tyr Y
treonina thr T
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triptéfano

try

valina

val
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