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RESUMEN

La especie Conus spurius es un molusco gasteropodo marino
que se distribuye en Florida y el Golfo de México, habita arrecifes de
coral en aguas someras y profundas, y puede llegar a medir hasta 76
milimetros de largo y 38 milimetros de ancho. Conus spurius produce
una gran diversidad de péptidos, entre ellos dos péptidos de
aproximadamente 10 kilodaltones (kDa) a: SpIVC y SplVD; es
necesario evaluar su posible uso en investigacion basica
(herramientas moleculares) o en la industria farmacéutica o agro-
veterinaria, que tiene como primer paso caracterizar las conotoxinas.
El objetivo general de este trabajo fue caracterizar estas dos proteinas
de 10 kDa desde el punto de vista bioquimico, determinando su
estructura primaria mediante degradacion de Edman automatica y
espectrometria de masas, ya que estas metodologias se complementan,
tratando de identificar mediante comparacion con secuencias en
bases de datos, el blanco molecular de las proteinas. Los resultados
de este trabajo fueron que aparentemente, las conotoxinas SpIVD y
SpIVC difieren en el aminoacido de la posicion 8; consisten en una
sola cadena de aminoacidos con por lo menos 7 cisteinas y
posiblemente 11; hasta el momento no se han encontrado cisteinas
adyacentes; no tienen parecido significativo con ninguna proteina de
moluscos ni con conotoxinas reportadas hasta el momento, por lo que
no se puede saber el efecto bioléogico que pudieran tener. Las
secuencias determinadas en este trabajo podrian servir para disenar
oligonucleotidos para clonar las secuencias codificantes y deducir las

secuencias completas de SpIVC y SpIVD.
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INTRODUCCION

Los organismos que viven en el mar se encuentran
constantemente en una lucha por la supervivencia, por lo que estan
dotados de mecanismos complejos que les permiten reaccionar
rapidamente a estimulos externos para poder llevar a cabo
necesidades vitales como lo son alimentarse, reproducirse, sobrevivir
a los depredadores y proteger su territorio. Las especies de cuerpo
blando, sésiles o dotadas de movimientos lentos y primitivos desde el
punto de vista filogenético, generan una serie de productos quimicos,
resultado del metabolismo, que utilizan para el ataque y defensa
frente a otras especies. Dentro de los mecanismos mas sofisticados
para defenderse y alimentarse estan las toxinas, que debido a su
naturaleza para un proposito especifico, tienen propiedades
farmacologicas; estas propiedades hacen de las toxinas un
instrumento molecular para diferentes investigaciones fisiologicas

(Jiménez et al., 2007; Garateix, 1997).

Diversas toxinas marinas, dentro de las que destaca la mas
estudiada, la tetrodotoxina, han sido de gran valor en el estudio de
receptores y canales ionicos de la membrana de diferentes células
excitables. La tetrodotoxina es un compuesto termoestable presente
en por lo menos seis filos del reino Animalia, incluyendo al Chordata,
Mollusca, Echinodermata, Chaetognatha, Arthropoda y
Platyhelminthes; no esta claro como o porqué se encuentra en una
variedad de organismos filogenéticamente no relacionados, sin
embargo, una hipoétesis senala que puede ser debido a una bacteria
simbidtica o comensal que vive dentro de estos organismos y es la
responsable de la produccion de tetrodotoxina (Brodie, 2009; Chau et

al., 2011).

Otras de las toxinas importantes de origen marino son las
denominadas mareas rojas provocadas por dinoflagelados, que
generan un problema importante en la industria pesquera, debido a

que provocan diferentes intoxicaciones alimentarias en diversas zonas
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geograficas, incluyendo Meéxico. La intoxicacion en el ser humano
causa ardor en labios, lengua y cara que se extiende rapidamente en
el cuello, brazos y piernas; ocurre también pérdida del tono muscular
y movimiento; ademas de que en casos mas graves se presenta
salivacion abundante, dolores de cabeza, sed, nauseas y vomitos. La
muerte se presenta debido a paralisis respiratoria. Estos
dinoflagelados producen varias sustancias toxicas, como la saxitoxina
que es la mas caracteristica, y que tiene efecto biologico casi idéntico
a la tetrodotoxina; es decir, bloquea selectivamente los canales de Na*
a nivel de las membranas excitables impidiendo la propagacion del

impulso nervioso (Garateix, 1997).

La principal toxina presente en peces tropicales y subtropicales
es la ciguatoxina, que produce envenenamiento alimentario conocido
como ciguatera, caracterizado por desordenes neurologicos,
gastrointestinales y en algunos casos, hasta cardiovasculares; esta
toxina también la originan dinoflagelados como Gambierdiscus
toxicusy y Ostreopsis ovata; y se transfiere a través de la cadena
alimenticia a los peces tropicales y subtropicales (Sierra-Beltran et al.,

1998).

Las toxinas de cnidarios pueden ser de naturaleza peptidica,
como las neurotoxinas que actuan en canales de sodio y como las
proteinas citoliticas que crean poros en la membrana celular; entre las
que no son peptidicas se encuentra un enorme grupo de diterpenos
ciclicos que producen algunos corales y se unen irreversiblemente a
receptores nicotinicos de acetilcolina; estan asociadas con la presencia
de nematocistos, organulos que contienen veneno para la defensa y
alimentacion; los sintomas de envenenamiento varian dependiendo de

la especie, zona afectada y sensibilidad individual (Turk y Kem, 2009).

Finalmente, otra fuente importante de toxinas son los caracoles
marinos, especificamente los conos, moluscos gasteropodos, muy
atractivos debido al brillo, color y forma de su concha. El veneno

extraido a partir de estas especies ejerce acciones muy especificas
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sobre receptores o canales de las membranas celulares. Debido a lo
anterior, las toxinas de estas especies se han convertido en una
herramienta muy importante para estudios moleculares; por lo tanto
es de gran importancia e interés en este estudio caracterizar dos
conotoxinas aisladas a partir de Conus spurius, una especie que se

encuentra en nuestro pais (Garateix, 1997).

Caracteristicas de gasterépodos

A la clase gastropoda pertenecen mas de 30,000 especies que
habitan en una gran variedad de nichos ecoldgicos, desde la linea de
costa hasta el mar profundo; a diferencia de los moluscos primitivos,
la evolucion de los gasteropodos esta marcada por dos caracteristicas:
la primera es la transformaciéon de la concha de una placa a una
estructura espiral y la segunda es que hay una torsion de 180° a la

izquierda sobre el plano horizontal de la masa visceral (Gabbi, 2006).

Los gasteropodos presentan, con algunas excepciones, un
sistema circulatorio que suele estar compuesto por un corazéon, con
un ventriculo y una auricula (que se denominan monotocardias),
situado en el interior de una cavidad denominada pericardio. Del
ventriculo parte una aorta posterior y otra anterior, que irrigan a la
masa visceral y la region cabeza-pie-manto respectivamente (Figura 1).
La hemolinfa bana el cuerpo en una serie de vasos, por lo que los
gasteropodos presentan un sistema circulatorio abierto. En los tejidos
se produce el intercambio entre el liquido circulante y las células, de
tal modo que las células recogen el oxigeno y los nutrientes y le ceden
los productos de desecho y el CO2. Después, la hemolinfa es recogida
por vasos que la llevan al nefridio donde es absorbida una parte, en
un proceso de filtracion para eliminar los productos de desecho.
Finalmente, la hemolinfa se incorpora a la circulacion branquial,
donde se oxigena para retornar al corazon. Una parte de la sangre
filtrada pasa directamente del nefridio al corazén sin entrar en la

circulacion branquial (Brusca y Brusca, 2003; Gabbi, 2006).
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Branquias

Vasos sanguineos

Figura 1. Sistema circulatorio de los gaster6podos

(imagen tomada de Gabbi,2006).

El proceso respiratorio de los gasteropodos se produce en el
interior de la cavidad paleal donde se alojan los ctenidios, que es el
nombre por el que se conocen a las branquias de los moluscos. Los
ctenidios son estructuras plumosas formadas por un raquis central y
con numerosas ramificaciones a ambos lados, las cuales presentan un
epitelio muy fino y estan ricamente vascularizadas. Ambas
caracteristicas favorecen el intercambio de gases entre la hemolinfa y
el agua. Los gasteropodos marinos, practicamente todos, respiran por
branquias alojadas en la cavidad paleal. Debido a la torsion de
algunos gasteropodos, la masa visceral gira, situando a las branquias
delante del corazon; a los gasteropodos con esta disposicion de sus
organos se les llama Prosobranquios (Figura 2)(Brusca y Brusca,

2003; Gabbi, 2006).
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Figura 2. Respiracion en gasteropodos (izquierda) y branquias
delante del corazon representativas de los Prosobranquios

(derecha)(imagen tomada de Gabbi, 2000).

El aparato reproductor de los gasteropodos se suele componer
de una sola gonada, tanto si pertenece a un sexo como a otro, la cual
generalmente se localiza en el interior de las vueltas iniciales de la
concha. A partir de la gonada se extiende el gonoducto, que puede
variar desde un simple conducto hasta alcanzar altos niveles de

complejidad (Figura 3)(Brusca y Brusca, 2003; Gabbi, 2006).

El sistema digestivo lo constituye el bulbo bucal y la radula. El
bulbo bucal suele tener numerosas glandulas salivales, en la que
produce saliva rica en celulasas y quitinasas; el saco radular contiene
los dientes radulares y consiste en una vaina bilobulada con un brazo

dorsal largo y un brazo ventral corto (Brusca y Brusca, 2003).
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Figura 3. Aparato reproductor de los gasterépodos: femenino
(izquierda) y masculino (derecha)(imagen tomada de Gabbi,

2006).

Caracteristicas del género Conus

Dentro del grupo de los gasteropodos prosobranquios marinos,
se ubica a la familia Conidae. Los ejemplares tipicos de ésta familia
son llamados conos (género Conus) por su concha conica; la abertura
de la concha es tipicamente larga y estrecha. El opérculo se encuentra
sobre la parte dorsal del pie extendido; sin embargo, es demasiado
pequeno para sellar la abertura cuando se retira el pie; esta
estructura puede ser una estructura vestigial. El sifon es corto pero
prominente y en algunas especies muestra un patron de bandas
coloridas; la region de la cabeza es pequena como en la mayoria de los
gasteropodos. La boca verdadera esta localizada en la punta de la

proboscide extendible (Kohn y Perron, 1994).

El género Conus, con alrededor de 700 especies, habita
principalmente ambientes marinos tropicales y diferentes tipos de
fondos, incluyendo zonas rocosas, planos de arena o lodo, arrecifes de

corales y praderas de pastos marinos; se encuentran desde la zona

16



intermareal hasta profundidades mayores a 1000 m (Figura 4)(Terlau

y Olivera, 2004).

Los conos son animales carnivoros que se alimentan
principalmente durante la noche. En funcion de las presas que
consumen han sido divididos en tres grupos: los miembros del grupo
mas grande (vermivoros) se especializan en consumir diversos tipos de
gusanos, principalmente poliquetos; un segundo grupo se alimenta de
otros moluscos gasteropodos (molusquivoros), y finalmente estan los
que consumen peces (piscivoros). Por otra parte, se sabe que algunos
Conus spp. también se alimentan de hemicordados, ofiuridos y
moluscos bivalvos. Algunas especies de Conus spp., tales como C.
californicus, que ha colonizado habitats de aguas frias, no tienen que
competir con otras especies y por lo tanto son generalistas (Kohn y
Waters, 1966). Se caracterizan por tener un aparato generador de
veneno muy especializado, el cual esta compuesto por la probédscide,
un ducto tubular venenoso y el bulbo venenoso; la proboéscide es una
estructura que se comunica con el esofago y la radula; los
componentes del veneno son sintetizados en las células epiteliales
alineadas en el ducto tubular de veneno y el contenido de este ducto
es transportado dentro de la proboscide (Figura 5)(Gabbi, 2006; Halai
y Craik, 2009; Kohn et al.,, 1960; Songdahl, 1973; Terlau y Olivera,
2004).

Los Conus spp. tienen sexos separados y la fertilizacion es
interna como en la mayoria de los miembros del orden neogastropoda,
al cual pertenecen estas especies; la copulacion es raramente
observada; la hembra presenta un receptaculo seminal pero no se
sabe qué es lo que pasa en el periodo comprendido entre el
apareamiento y el desove, ni cuantos espermas son depositados, ni
tampoco si hay apareamientos multiples o si la paternidad en las crias

es mezclada (Kohn y Perron, 1994).
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Figura 4. Representacion de los diferentes habitats del género

Conus (imagen tomada de Gabbi, 2006).

Bulbo muscular
venenoso

Arpon

Proboéscide

Glandula salival

Figura 5. Aparato generador de veneno del género Conus (imagen

modificada de Halai y Craik, 2009).

Caracteristicas de la especie Conus spurius

Hablando de la especie de interés, Conus spurius (Figura 6), se
sabe que se distribuye en Florida y el Golfo de México, y habita
arrecifes de coral en aguas someras y profundas (100-400 m) (Figura

6) (Kohn et al., 1960; Sygo, 1999). Las caracteristicas anatomicas
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principales de C. spurius son: una sola concha enrollada en espiral
segregada por la superficie del manto y compuesta por carbonato de
calcio y minerales, es color crema con hileras de rombos colocados en
espirales o en manchas moteadas; puede llegar a medir 76 mm de
largo y 38 mm de ancho; presenta de 9 a 10 espiras, las tres primeras
forman una espira aplanada y la abertura es larga y estrecha; el
cuerpo esta constituido basicamente por una cabeza diferenciada, un
bulbo bucal, una cavidad paleal donde se alojan las branquias
alrededor del ano, y un pie musculoso; el canal sifonal forma sé6lo una
muesca; el labio exterior es fino; su opérculo es corneo y pequeno

(Brusca y Brusca, 2003; Galera et al., 1989).

Figura 6. Representacion del habitat de Conus spurius (imagen

tomada de Gabbi,20006).

El 1lobulo grande del saco radular contiene 15-30 dientes
orientados en direccion de la seccion terminal de la vaina; el 16bulo
pequeno contiene de 7-10 dientes, que apuntan a la faringe o a la
direccion opuesta a los del lobulo grande. La vaina radular es
trasltcida y los dientes se pueden observar a través de ésta. Los
dientes radulares son movidos individualmente dentro de la

proboscide, y les sirven de arpon y aguja hipodérmica; los dientes son
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de 2.1 a 3.0 mm de longitud en animales maduros, con una punta
que tiene picos filosos en ambos lados, y con serraduras pequenas
aproximadamente desde el pico filoso anterior a la mitad del diente
(Figura 7)(Brusca y Brusca, 2003; Songdahl, 1973). El ducto tubular
venenoso es de 2 a 6 veces el largo de la concha, aproximadamente de
1 mm de diametro en animales grandes y 0.5 mm en pequenos; el
bulbo venenoso es de 4-22 mm de largo y con un diametro de 2-5 mm

dependiendo de la talla del animal (Songdahl, 1973).
Espina posterior

Espina primaria Espina secundaria

Espina Anterior

| mm,

Figura 7. Diente radular de Conus spurius(imagen tomada de

Sonddahl, 1973).

Conotoxinas

La actividad biologica del veneno de cada especie de Conus se
debe a un gran complemento de pequenos péptidos muy bien
estructurados. Cada Conus spp. tiene de 100 a 200 diferentes

péptidos en su veneno (Olivera, 1997; Olivera y Cruz, 2001).

Cada conopéptido es el producto final de un gen funcional y,
como otras proteinas, tienen una conformacion especifica esencial
para su gran afinidad e interaccion con alta especificidad con una
proteina blanco. La innovacion bioquimica en los péptidos de los
venenos de Conus surge a partir de la inusual caracteristica de ser
pequenos pero bien estructurados; con principalmente de 10 a 30
aminoacidos, incluyendo frecuentemente residuos de cisteina (Cys)

que forman enlaces disulfuro. En este rango de tamano, los enlaces

20



disulfuro juegan un papel muy importante ya que le brindan
estabilidad a la molécula. En la mayoria de los casos los miembros de
una superfamilia genética de conotoxinas se pueden definir por dos
elementos de la secuencia del precursor: la secuencia del péptido
senal, y el patron caracteristico o disposicion de residuos de Cys
(Tabla 1). Cada superfamilia genética de conopéptidos tiene uno o dos
patrones caracteristicos de residuos de Cys y enlaces disulfuros (Tabla
2). La mayoria de los péptidos de Conus se caracterizan por dos o tres
enlaces disulfuro; sin embargo, existen también péptidos con cuatro a

cinco enlaces y con 30 a 50 aminoacidos (Olivera, 2002).

Tabla 1.  Superfamilias genéticas de conotoxinas (informacion tomada de

Kaasetal, 2010)

Superfamilia genética Patronde Cisteinas

A L II, IV, XIV

D XX

I1 VI/VII, XI

I2 XI, XII

I3 VI/VII, XI

J X1V

L XIV

M 01, IV, VI/VII, IX, XVI
o1 VI/VII, XII

02 VI/VII, XV
03 VI/VII

P IX

S VIII

T I, V, X, XVI

A" XV

Y XVII
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Tabla 2. Patrones de cisteinas (informacién tomada de Kaas et al., 2010)

Nidmero del Patron de Ndmero de Conectividad
patrén Cisteinas Cisteinas
I cCc-C-C 4 [-111, II-1V
I CCC-C-C-C 6
III cc-c-c-cC 6
IV cc-c-c-c-C 6 [-V,II-MILIV-VI
A% ce-cc 4 I-111, II-IV
VI/VII C-C-CC-C-C 6 I-1v, II-V, III-VI
VIII C-C-C-C-C-C-C-C-C-C 10
IX C-C-C-C-C-C 6 I-1v, II-V,III-VI
X CC-C.[POIC 4 I-1V, II-I1I
XI C-C-CC-CC-C-C 8 I-1v, II-VII, III-VII,
VIII
XII C-C-C-C-CC-C-C 8
XIII C-C-C-CC-C-C-C 8
XIv c-c-c-C 4 I-111, II-IV
XV C-C-CC-C-C-C-C 8
XVI C-C-CC 4
XVII C-C-CC-C-CC-C 8
XVIII C-C-CC-CC 6
XIX C-C-C-CCC-C-C-C-C 10
XX C-CC-C-CC-C-C-C-C 10
XXI C-C-C-C-C-C-C-C 8
XXI1 CC-C-C-C-Ccc-C-C-C 10

La produccion de una gran cantidad de péptidos pequenos
biologicamente activos es una adaptacion evolutiva de depredadores

con movimientos lentos y carentes de aditamentos mecanicos para
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capturar a sus presas o defenderse de los depredadores. Para un
depredador venenoso, como lo son los conos, una alta especificidad de
las toxinas puede ser una ventaja, particularmente si la velocidad del
proceso de paralisis de la presa es un factor importante. Una
especificidad limitada a uno o pocos blancos moleculares permite un
uso mas rapido y eficiente de un menor numero de moléculas de
toxina. Restringir la union de una toxina al subtipo de receptor mas
relevante para determinado mecanismo fisiologico evita el desperdicio
del ligando. Este hecho no excluye la posibilidad de que dos o mas
toxinas actuen sobre diferentes blancos moleculares y ejerzan su
efecto de manera paralela con el fin de inmovilizar a la presa de
manera mas eficiente. Por ejemplo, el veneno del cono purpura Conus
purpurascens contiene maultiples neurotoxinas que tienen un efecto
mediante dos mecanismos fisiologicos importantes: el bloqueo
neuromuscular y el choque excitotoxico (Salceda y Ortega, 2009). Por
otra parte, el pequeno tamano de los conopéptidos hace posible su
sintesis quimica en cantidades suficientes para hacer investigacion
bioquimica, farmacologica y fisiologica; gracias a esto la actividad
biologica de varias decenas de toxinas se conoce, al igual que sus
interacciones moleculares; asi, el extenso analisis molecular se
resume en la formacion de una base de datos de mas de 1,000 genes
de 70 diferentes especies de Conus, lo que proporcionauna vision de
patrones generales de la divergencia interespecifica de las familias
representadas. La diferencia quimica entre las familias farmacologicas
de conotoxinas (Tabla 3) mas estudiadas se describe a continuacion

(Olivera, 2002).
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Tabla 3. Principales familias farmacologicas (informacion tomada de
Kaas etal., 2010).

Familia Sitio de accion

a (alfa) Receptores nicotinicos de
acetilcolina (rACh-N)

Y (gamma) Corrientes neuronales de cationes
(hacia dentro)

0 (delta) Canales de Na* activados por
voltaje (agonistas, retrasan la
inactivacion)

¢ (épsilon) Canales presinapticos de Ca?* o
receptores presinapticos
acoplados a proteinas G

L (iota) Canales de Na* activados por
voltaje (agonistas, no retrasan la
inactivacion)

K (kappa) Canales de K* activados por
voltaje (bloqueador)

u (mu) Canales de Na* activados por
voltaje (antagonista, bloqueador)

p (rho) Receptores adrenérgicos alfa 1
(GPCR)

o (sigma) Canales 1ionicos activados por
serotonina

% (chi) Transportadores neuronales de
noradrenalina

o (omega) Canales de Ca?* activados por

voltaje (bloqueadores)
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Conotoxinas con efecto en canales iénicos activados por voltaje

W-conotoxinas
Estas conotoxinas son una de las tres familias farmacologicas

que tienen efecto sobre canales de sodio, causando su inhibicion (u y
uO-conotoxinas) o retrasando la inactivacion (d-conotoxinas); tienen
una elevada especificidad y selectividad por los diferentes subtipos de
canales, llegando a discriminar entre las diferentes isoformas de los
poros permeables al ion sodio ubicados en el musculo, neuronas o
corazon. Tales caracteristicas han hecho de ellas una herramienta
imprescindible en el estudio de este tipo de canales. Sé6lo se ha
obtenido una comprension detallada de las interacciones con estos
canales de las u-conotoxinas, que contienen de 22 a 25 residuos de
aminoacidos, y seis residuos de Cys con un arreglo clase III de Cys, y
pertenecen a la superfamilia M; algunas de estas conotoxinas (GIIIA,
GIIIB, and GIIIC) se unen al sitio 1 de canales de Na* (Arias, 2006;
Cestele y Catterall, 2000; Norton y Olivera, 2006).

La toxina PIIIA del caracol C. purpurascens tiene una fuerte
preferencia por el subtipo del musculo esquelético, pero puede
bloquear otros subtipos sensibles a tetrodotoxina (TTX), aunque con
menor afinidad (Nielsen et al., 2002; Safo et al., 2000; Shon et al.,
1998). La conotoxina SmlIIA, de C. stercusmuscarum, bloquea canales
ionicos resistentes a TTX en la rana, pero tiene poco efecto sobre las
corrientes sensibles a la TTX de neuronas (West et al.,, 2002). SmIIIA
representa el primer antagonista especifico que actua sobre canales de

Na* resistentes a TTX (Norton y Olivera, 2006; Terlau y Olivera, 2004).
wO y d conotoxinas

Las uO y ©0-conotoxinas son péptidos extraordinariamente
hidrofébicos. Las uO-conotoxinas inhiben la conductancia del canal de
Na*, pero no interactuan con el sitio 1 (Terlau et al., 1996). uO-MrVIA
y uwO-MrVIB fueron aisladas de C. marmoreus, y ambas tienen 31

residuos peptidicos (McIntosh et al.,, 1995b); uO-MrVIA bloquea los
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canales Navl.2 expresados en ovocitos de Xenopus, asi como las
corrientes de Na* en las neuronas piramidales del hipocampo en
cultivo (Terlau et al., 1996). Daly y colaboradores (2004) confirmaron
que wO-MrVIB tiene una estructura con un lazo inusualmente
desordenada; esta flexibilidad aparente puede contribuir a la
capacidad de esta conotoxina de unirse a canales de Na* y de Ca?*.
Mediante el uso de la estrategia de intercambio de dominio entre el
subtipo Nav1.2 y Nav1l.4 de canales de Na*, se demostréo que las uO-
conotoxinas tienen interaccion con el poro de la parte C-terminal del
dominio-3 de los canales (Zorn et al., 2006). MrVIB inhibe el subtipo
Nav1l.8 de canales de sodio resistentes a TTX, teniendo actividad

analgésica potente y de larga duracion en ratas (Bulaj et al., 2006).

Las 0-conotoxinas bloquean la inactivacion de las corrientes de
Na*; esto se traduce en un estado de hiperexcitacion que afecta a las
células, lo que eventualmente puede Illevar a una masiva
hiperexcitacion eléctrica del organismo completo. La unién
extracelular de estas toxinas parece afectar eventos en la parte
intracelular del canal de Na* importante para la inactivacion rapida.
La 0-TxVIA de C. textile prolonga las corrientes de Na* en las
membranas neuronales en moluscos pero no en los sistemas de
vertebrados, en los que se une a canales de Na* sin efectos toxicos. 0-
PVIA, de C. purpurascens, provoca sintomas de excitacion en ratones y
peces, pero es inactiva en los moluscos, incluso en dosis 100 veces
mayores; también retrasa la inactivacion rapida de corrientes en
canales Navl.2, asi como corrientes de Na* registradas en neuronas
del hipocampo en cultivo (Terlau et al.,, 1996). d-EVIA de C. ermineus
afecta varios subtipos neuronales de canales de Na* (Navl.2, Navl.3 y
Nav1.6), pero no los subtipos del musculo (Navl.4 y Navl1.5) (Barbier
et al., 2004). 3-PVIA es uno de los principales componentes del veneno
de C. purpurascens, cuyos efectos excitatorios actuan sinérgicamente
con la conotoxina k-PVIIAque bloquea canales de K*, provocando la

inmovilizacion casi inmediata de la presa. 8-GmVIA de C. gloriamaris
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causa la ampliacion del potencial de accion en las neuronas de
Aplysia (Hasson et al.,, 1995; Shon et al., 1994). Las conotoxinas 0-
PVIA y 0-SVIE tienen efectos en el retraso de la inactivacion en las
corrientes de Na*, pero en el caso de 0-SVIE el efecto es irreversible
(West et al., 2005). 8-TxVIA tiene una parte hidrofébica en una cara de
la molécula que puede ser importante para vincularse en el canal de
Na*, mientras que O0-EVIA contiene una parte hidrofilica en la
superficie de la molécula, mostrando efectos sobre canales soédicos
neuronales, pero no sobre musculares, por lo que se considera que su
potencial esta en el tratamiento contra enfermedades caracterizadas
por una defectuosa conduccion nerviosa (Barbier et al., 2004; Norton

y Olivera, 2006; Terlau y Olivera, 2004; Volpon et al., 2004).

K, KA y KM-conotoxinas
Los canales de K* son importantes no sélo en la fase de

repolarizacion de los potenciales de acciéon, sino también para
establecer el potencial de la membrana en reposo, y tienen una gran
variedad de propositos especializados en una amplia gama de tipos
celulares. Varias familias de canales de K* se conocen (Kvl.x, Kv2.x,
etc.), cada una con una subunidad a que contiene seis dominios
transmembranales. La region entre el segmento transmembranal
quinto y sexto forma la via de conduccion de iones, que contiene
cuatro subunidades que se unen para formar un canal funcional, que
podra ser homomeérico (cuatro subunidades idénticas) o heteromeérico
(dos o mas diferentes subunidades q). La primera conotoxina con
objetivo en canales de K* conocida es la k-PVIIA, aislada a partir de C.
purpurascens (Shonet al., 1998; Terlauet al., 1996) la cual parece ser
muy selectiva. Ferber y colaboradores (2004) han demostrado que KM-
RIIIK tiene baja afinidad por Kv1.2. Este péptido es también
cardioprotector en modelos animales, donde los protege de isquemia
debida a infarto en el miocardio (Lubbers et al.,, 2005; Zhang et al,

2003).
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La primera conotoxina KA es la KA-SIVA, aislada de C. striatus,
que causa paralisis en ratones. La KA-SIVA puede activar potenciales
neuronales dependientes de canales de Na+ en reposo (Le Gall et al,

1999).

Dentro de las KM-conotoxinas se encuentra la KM-RIIIK, aislada
a partir de C. radiatus, que bloquea canales de K* teniendo gran
afinidad por el tipo TShal (Norton y Olivera, 2006; Terlau y Olivera,
2004).

w-conotoxinas
Estas conotoxinas actiian inhibiendo canales de CaZ?*, los cuales

controlan varios procesos fisiologicos, tales como la liberacion de
neurotransmisores y la contraccion muscular; este tipo de canales es
de los mas heterogéneos y poseen al menos seis tipos llamados L, N, P,
Q, Ry T, cada uno de ellos con diferentes subtipos (Augustine et al.,
1987; Randall, 1998). Estas toxinas han demostrado ser valiosas, no
s6lo como herramientas de investigacion sino como nuevas
alternativas para el tratamiento del dolor en enfermedades croénicas,
ya que tienen actividad sobre canales de calcio tipo N. La inhibicion
selectiva de canales de CaZ2* en diferentes terminaciones presinapticas
fue posible usando w-conotoxinas. Existen multiples isoformas de w-
conotoxinas, teniendo grandes diferencias en las secuencias de
aminoacidos. De C. magus se obtuvo w-MVIIA que es altamente
especifica para los canales de Ca?* tipo N (Cav2.2), mientras que w-
MVIIC tiene preferencia en los canales P/Q (Cav2.1) (Hillyard et al.,
1992; Olivera et al., 1987). w-CVID, aislada de C. catus, actualmente
se encuentra en la fase II de estudios clinicos, mientras que un
analogo sintético del MVIIA (Ziconotide), aislado de C.magus, fue
aprobado a finales de 2004 para el tratamiento del dolor en pacientes
con cancer. w-GVIA es probablemente la conotoxina mas usada en
neurociencias como herramienta farmacolégica, principalmente
porque inhibe la transmision sinaptica; el grupo hidroxilo sobre la

Tyr13, seguido del grupo amino en la Lys2, el grupo hidroxilo de la
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Tyr22 y el grupo amino en el N-terminal, desempenan un papel muy
importante para la actividad de esta conotoxina (Flinn et al., 1999;
Lew et al., 1997; Miljanich, 2004; Terlau y Olivera, 2004; Norton y
Olivera, 20006).

Y-conotoxinas
Se sabe que estas toxinas tienen accion sobre canales i6nicos

inespecificos. PnVIIA, aislada a partir de C. pennaceus, actia sobre
canales marcapasos en moluscos (Fainzilber et al., 1995; Norton y

Olivera, 20006).

Conotoxinas con efecto en canales i6nicos activados por ligando

o-conotoxinas
Las 0a-conotoxinas son de los primeros conopéptidos

caracterizados (Mclntosh et al., 1999a; McIntosh et al., 1999b). Son
antagonistas de los receptores nicotinicos de la acetilcolina (rACh-N),
los cuales son canales ionicos dependientes de ligando que juegan un
papel muy importante en la transmision sinaptica a lo largo del
sistema nervioso central (Nicke et al., 2004). Existen dos subclases de
a-conotoxinas, capaces de discriminar entre rACh-N ubicados en el
musculo y en las neuronas (Marshall y Harvey, 1990). Estos péptidos
so6lo actuan sobre un subtipo de receptor; por ejemplo, la toxina GID,
aislada de C. geographus, tiene actividad solo sobre los receptores
subtipo a3B2, mientras que AulB, aislada de C. aulicus, es activa
frente a los subtipos a3p4 (Luo et al, 1998; Nicke et al., 2003). Tal
especificidad sobre los subtipos de receptores convierte a este tipo de
toxinas en una herramienta valiosa para el estudio de los subtipos de
rACh-N. Por otro lado, otras a-conotoxinas pueden llegar a tener
implicaciones en el desarrollo de agentes terapéuticos; por ejemplo, el
péptido Vcl.1 de C. victoriae mostré resultados positivos que pueden
conducir al desarrollo de farmacos analgésicos, ya que ha sido
demostrado que esta toxina disminuye la respuesta vascular al dolor
en ratas (Sandall et al., 2003). El descubrimiento de estas toxinas

permite asimismo el modelado computacional de las interacciones de
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ligandos que tienen accion sobre los rACh-N neuronales, y estos
modelos derivados de la similitud tridimensional de las proteinas que
se unen a la acetilcolina permiten identificar las interacciones
precisas de este tipo de toxinas con los diferentes subtipos de
receptores. Los receptores nicotinicos funcionales son complejos
pentaméricos. Las subunidades pueden ensamblarse dentro de
receptores homopentameéricos funcionales (por ejemplo, subunidades
a7, a8 y a9). La mayoria de los receptores nicotinicos en vertebrados
son heteropentameéricos, que por lo general consisten en dos
subunidades a y tres no-a, con 2-4 diferentes tipos de subunidades.
El sitio de union de la acetilcolina (ACh) se encuentra entre la
subunidad a y la no-a, y dos ACh se deben unir al canal para que este

pueda abrirse (Mclntosh et al.,, 1999a; McIntosh et al., 1999b).

La subfamilia a3/5, es el mayor grupo de las a-conotoxinas
presentes en venenos de Conus que cazan peces; tienen el patron -
CCX3CX5C-, y todas se unen a un subtipo de receptor nicotinico
muscular. Multiples conotoxinas a3/5, codificadas por diferentes
genes, paralizan peces y generalmente pueden encontrarse en un solo
veneno. La subfamilia a4 /3, con un patron -CCX4CX3C-, se limita a
un grupo de especies que consumen anfinomidos (poliquetos marinos).
Las mas estudiadas de esta subfamilia son o-Iml y a-ImIl de C.
imperialis, donde ambas inhiben el receptor homomérico compuesto
por subunidades a7 (Ellison et al.,, 2004; Ellison et al., 2003). Un
miembro de la subfamilia a4 /3 de C. regius, a-RgIA, es un antagonista

altamente especifico de receptores 09/a10 (Ellison et al., 2006).

La subfamilia a4/7, con el patron-CCX4CX7C-, se liga a
diversos receptores nicotinicos, incluyendo el subtipo del musculo
(por ejemplo, a-EI), receptores homomeéricos como el subtipo a7 (a-
PnIB), y subtipos neuronales heteroméricos (a-MIl y a-AulB). Su
“versatilidad” depende en gran medida de su secuencia de

aminoacidos, con sOlo unas pocas sustituciones provocando un
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cambio en la orientacion y afinidad (McIntosh et al.,, 2005; Norton y

Olivera, 2006; Terlau y Olivera, 2004).

Y -conotoxinas
Son las conotoxinas mas grandes en cuanto el numero de

residuos de aminoacidos que tienen un efecto antagonico no
competitivo en receptores nicotinicos de acetilcolina en musculo;
estudios electrofisiologicos sobre receptores nicotinicos de acetilcolina
clonados a partir del musculo esquelético de rata y el organo eléctrico
del pez Torpedo sp. demuestran que las corrientes normales
producidas por acetilcolina son antagonizadas por estas toxinas y la
inhibicion no es competitiva (Lopez-Vera et al., 2004; Mitchell et al.,

1998; Shon et al., 1997).

O-conotoxinas
La GVIIIA es el unico conopéptido, representante de este grupo,

que desplaza competitivamente al antagonista Zacopride de los
receptores de serotonina, particularmente del subtipo 5-HT3 (England
et al., 1998; Lopez-Vera, 2005; Norton y Olivera, 20006).
Conantokinas

Son antagonistas de receptores de glutamato, especificamente
de los receptores de NMDA (N-metil-D-aspartato) (Olivera y Cruz,
2001). El conopéptido mejor caracterizado de este grupo es la
conantokina-G, que tiene 17 residuos de aminoacidos sin puentes
disulfuro, y cinco residuos de y-carboxiglutamato (Gla o y); en este
momento se encuentra en un estudio clinico como medicamento
contra la epilepsia. Esta toxina produjo hiperactividad cuando fue
inyectada en el cerebro de ratones adultos; asi mismo, demostro ser
un potente bloqueador de las actividades del NMDA en porciones
cerebrales extraidas de rata; tal bloqueo es no competitivo. También
se ha demostrado que esta conotoxina es neuroprotectora en el
modelo de isquemia cerebral transitoria en ratas, y también fue activo
en un modelo de enfermedad de Parkinson (Mclntosh et al, 1984;

Norton y Olivera, 2006; Williams et al., 2000; Williams et al., 2002).
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Otras conantokinas de diferentes caracoles piscivoros son:
conantokina-T (Haack et al., 1990), conantokina-R (White et al., 2000)
y conantokina-L (Jimenez et al., 2002). La Conantokina-R muestra
una actividad anticonvulsionante potente, acompanada de una
toxicidad baja que afecta el comportamiento de ratones (White et al.,
2000). Curiosamente, la conantokina-L, que tiene una secuencia casi
idéntica a la conantokina-R, excepto en el extremo carboxilo, muestra
una menor potencia en la actividad anticonvulsionante, a pesar de
que también es un antagonista del receptor NMDA (Jimenez et al.,

2002).

€-conotoxina
Uno de los péptidos aislados perteneciente a la superfamilia T

es e-TxIX, a partir de C. textile; este péptido tiene un patron de enlaces
disulfuro de cuatro residuos de cisteinas y tiene varias modificaciones
postraduccionales que incluyen bromacion, hidroxilacion y
glicosilacion, lo cual define a una familia de conotoxinas que pueden
actuar en canales presinapticos de calcio; sin embargo, este péptido
podria actuar en receptores presinapticos acoplados a proteinas G a
través de otro mecanismo, que reduce el flujo de Ca*? en la terminales
presinapticas en Aplysia sp. ya que disminuye selectivamente la
liberacion del neutrotransmisor que se libera en estas terminales

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

Conotoxinas con actividad en transportadores

X -conotoxinas
MrIA y MrIB pertenecen a este grupo y fueron aisladas a partir

de C. marmoreus; inhiben a los transportadores de noradrenalina y
son muy parecidas estructuralmente a las a-conotoxinas, pero la
diferencia radica en la conectividad de puentes disulfuro 1-4 y 2-3

(Lopez-Vera, 2005; Mclntosh et al., 2000).

N-conotoxinas
Los blancos de este grupo de conotoxinas se desconocen pero

debido a que A-CMrVIB es idéntica a x-MrIA se cree que podrian
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actuar en los transportadores de noradrenalina (Balaji et al., 2000;

Lopez Vera, 2005).

Conotoxinas con efecto en receptores acoplados a proteinas G

Conopresinas
La actividad biologica observada de las conopresinas al ser

inyectadas intercranealmente en ratones es muy similar a la
provocada por la hormona vasopresina de vertebrados. Las secuencias
de péptidos purificados revelan caracteristicas Unicas no observables
en vertebrados, mas especificamente una carga positiva adicional
(Cruz et al., 1987).
Contulakinas

La contulakina-G tiene efecto en el receptor de neurotensina
humano tipo 1 y en el tipo de 2 de ratas, antagonizando estos

receptores (Craig et al., 1999).

p-conotoxinas
Estan implicadas en mecanismos de accion noradrenérgicos; se

ha purificado p-TIA a partir de C. tulipa, la cual presenta el mismo
patron que la subfamilia a4 /7, con la misma conectividad de puentes
disulfuro pero inhibe a los al-adrenoreceptores (Lopez-Vera, 2005;

Norton y Olivera, 2006; Sharpe et al., 2001).

Modificaciones postraduccionales

Una caracteristica que tienen las toxinas de venenos de Conus
spp. es una alta frecuencia de modificaciones postraduccionales como
lo son: formacion de puentes disulfuro, hidroxilacion de la prolina,
amidacion del carboxilo terminal, carboxilacion del acido glutamico,
bromacion del triptofano, isomerizacion del triptofano, ciclizacion del
N-terminal (glutamina), sulfatacion de tirosina, O-glicosilacion de
serina, entre otras. Una de las modificaciones mas estudiadas es la
conversion de glutamato a y-carboxiglutamato por una enzima
utilizada para otros fines metabdlicos, la y-glutamil carboxilasa,
estrechamente relacionada con enzimas homologas presentes en

vertebrados y animales de otros filos como lo son insectos y tunicados,
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lo que sugiere que proviene de un antiguo linaje (Bandyopadhyay et al.,
2002; Buczek et al., 2005; Olivera, 2002). Estudios sobre esta enzima
indican que la union al substrato es mediada a través del
reconocimiento de una secuencia senal en la region propéptido, una
region que se corta a medida que el péptido maduro se genera. Se ha
encontrado que los genes de los péptidos tienen senales codificadas
generalmente en la region “pro” del precursor que se unen a las
distintas enzimas encargadas de las diferentes modificaciones post-
traduccionales; estas enzimas actian sobre un aminoacido estandar
particular en la region de la toxina madura para convertirlo en un
aminoacido con grupos funcionales no presentes en los aminoacidos

que se incorporan durante la sintesis de proteinas (Olivera, 2002).

Signos, sintomas y tratamiento de picaduras de Conus

Cuando existe incidentes con picaduras de Conus spp. se
presentan generalmente los siguientes sintomas: la zona de la
picadura se hincha, con una coloracion palida o azul, con la
sensacion de un dolor agudo inicialmente seguido de entumecimiento
que puede durar varios dias o semanas después de la picadura.
También se pueden presentar signos de trastornos neurolégicos como
son debilidad, falta de coordinacion y perturbaciones en el habla,
vision y audicion. Los sintomas menos comunes incluyen nauseas y
purito generalizado. Un envenenamiento grave puede causar la
muerte debido a una paralisis respiratoria que ocurre en pocas horas,

e incluso minutos.

No existe antidoto ni tratamiento especifico para picaduras de
caracoles cono, sin embargo, los primeros auxilios que se aplican son
presionar el area afectada e inmovilizarla. La herida se considera que
puede ser facilmente infectada por lo que se utiliza la vacuna contra el

tétanos (Nimorakiotakis y Winkel, 2002).
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Signos, sintomas y tratamiento de picaduras deConus
spurius.

La picadura del diente radular es muy dolorosa; los sintomas
iniciales son isquemia, cianosis y adormecimiento alrededor de la
herida, se pude registrar también una fuerte sensacion de quemadura
parecida al piquete de una avispa y hay quienes afirman que el
piquete es sumamente doloroso; alrededor del piquete suele
presentarse inflamacion. El adormecimiento u hormigueo se irradian
del lugar de la herida a todo el cuerpo, también se presenta el
adormecimiento en labios y boca. En casos severos puede presentarse
una paralisis general de los musculos voluntarios, afonia, dificultad
para tragar saliva, vision borrosa o doble, y nauseas. El periodo de
recuperacion varia desde una hora hasta varios dias. Durante este

lapso el paciente se siente débil.

El tratamiento que se recomienda es lavar la herida con agua
corriente y jabon, desinfectar con tintura de yodo, aplicar compresas
de hielo, bicarbonato de sodio y vinagre; también, aplicar pomadas
con benzocaina u otros analgésicos locales como xilocaina al 5 %. Se

recomienda el uso de neostigmina y oxigeno (Galera et al., 1989).

ANTECEDENTES

La investigacion sobre los productos de origen marino para la
fabricacion de farmacos se inicia aproximadamente en 1920 con
organismos provenientes de zonas poco profundas del océano; en la
década de 1960 al iniciarse el desarrollo del buceo SCUBA, que se
utiliza como wuna herramienta de investigacion, aumenta la
exploracion del océano y el estudio de organismos de zonas mas

profundas (Venugopal, 2009).

De C. geographus, hay aproximadamente tres docenas de
victimas de muerte reportadas en la literatura médica; a pesar de esto
no fue hasta 1956 que Kohn comenzo6 a investigar la ecologia de los

caracoles cono, y descubrié que algunas especies eran especialistas
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envenenando y capturando peces para alimentarse (Kohn, 1956;
Olivera, 2002). La letalidad de C. geographus envenenando seres
humanos atrajo la atencion de la comunidad dedicada a la toxinologia,
y se llevo a cabo una caracterizacion fisiologica y farmacolégica de los
venenos de unos pocos caracoles cono. El primer estudio exhaustivo
de los efectos de diferentes venenos de Conus spp. demostro que
existen diferencias notables en la potencia de estos venenos; en
particular, los conos que cazan peces tienen mayor letalidad en

humanos, que los demas grupos (Kohn et al., 1960).

La farmacologia de compuestos marinos se inicia en 1969; en
este ano fueron aislados alrededor de 10,000 compuestos de
organismos marinos, muchos de ellos de esponjas y de otros
invertebrados que habitan el arrecife coralino. Para los venenos de
conos los primeros trabajos elaborados por Endean y colaboradores
sugirieron que tienen propiedades farmacologicas inusuales no
observables en otros venenos (Endean et al., 1977a; 1979; Endean e
Izatt, 1965; Endean et al.,, 1974; Endean et al.,, 1977b; Endean et al.,
1976; Venugopal, 2009).

El primer bioquimico que intenté caracterizar componentes
activos a partir de venenos de caracoles conos fue Spence, quien de C.
geographus purifico una toxina que paralizaba el musculo inhibiendo
los potenciales de accion en éste; con su trabajo determind la
composicion de aminoacidos pero no completamente (Spence et al.,
1977); sin embargo, fue el primero en purificar un péptido a partir de
venenos de Conus, el cual pertenece a un grupo que actualmente se
conoce como u-conotoxinas, las cuales bloquean canales de sodio, al

igual que la tetrodotoxina y saxitoxina, pero con una alta selectividad.

El primer péptido del cual se estableci6 su secuencia y su
sintesis quimica fue la a-conotoxina GI, un péptido de 13 aminoacidos
con dos enlaces disulfuros, obtenido a partir de C. geographus en el
ano de 1978 y analizado completamente en 1981 (Cruz et al.,, 1978;

Gray et al., 1981).
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La investigacion de biotoxinas de origen marino se centra
principalmente en la constitucion quimica de las sustancias y su
potencial bioquimico, que se volvio evidente durante 1980, y se
convirtio en el centro de atencion de quimicos y farmacoélogos. Los
primeros analisis sistematicos bioquimicos de los venenos Conus spp.
se centraron solo en especies como son: C. geographus, C. striatusy C.
magus. Olivera et al. (1985) demostraron que los principales
componentes activos presentes en los venenos de Conus suelen ser
péptidos pequenos, con una funcibn en canales i6nicos
(Nagabhushanam, 2004; Olivera, 2002). La idea de que las fracciones
del veneno de Conus fueran inyectadas directamente en el sistema
nervioso de mamiferos surge de un estudiante de 18 anos de la
Universidad de Utah llamado Craig Clark en el ano de 1981; a partir
de este momento se iniciaron estudios sobre los posibles efectos en el
sistema nervioso central de este tipo de toxinas (Clark et al., 1981); el
interés por el efecto biolégico de las conotoxinas da inicio por un
estudio en ratones elaborado por Olivera y colaboradores en el ano de
1990 en donde se observaron diversos efectos bidlogicos de las

conotoxinas (Anexo 1) (Olivera et al., 1990).

Durante 1990, con el avance la farmacologia molecular, ademas
de la tecnologia recombinante del ADN, hubo un crecimiento en el uso
de productos de origen marino para la fabricacion de medicamentos.
Con el estudio realizado por Olivera y colaboradores (1990) se
descubrio que algunos péptidos del veneno de Conus tienen
propiedades farmacologicas uUnicas, y a partir de este momento se
incrementé la caracterizacion de los componentes del veneno;
reconociendo que este veneno es extraordinariamente complejo y que
una sola especie puede expresar de 100 a 200 péptidos diferentes
(Nagabhushanam, 2004; Venugopal, 2009). En este mismo ano
Woodward y colaboradores reportaron el primer analisis molecular
para este género, donde obtuvieron cADN del caracol Conus textile a
partir del ARN mensajero del ducto venenoso; descubrieron que estos

péptidos son traducidos inicialmente como prepropéptidos con una
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fragmentacion proteolitica especifica necesaria para la generacion del
péptido maduro; algunos elementos de estos precursores son
conservados, en particular la secuencia senal del extremo amino

(Woodward et al., 1990).

En el ano de 1994, después de la tetrodoxina, la w-conotoxina
GIVA se convirtio en la toxina mas utilizada en la neurociencia, por
sus propiedades de inhibicion sinaptica y por su efecto en corrientes

de Ca?* (Olivera et al., 1994).

El primer farmaco obtenido a partir de conopéptidos es
ziconotide; un péptido sintético idéntico a la w-conotoxina MVIIA, del
veneno de la especie C. magus, que bloquea canales de calcio (Cav2.2)
en mamiferos; ha sido aprobado en Estados Unidos y otros paises, y
es utilizado para el tratamiento de dolor cronico. También tiene
potencial para la prevencion de isquemia neurodegenerativa debida a
un fuerte golpe en el cerebro; este segundo uso se encuentra en la
fase II de tratamiento clinico en humanos. Entre los efectos
secundarios de este medicamento se encuentran depresion y
alucinaciones. El ziconotide fue descubierto en el ano 1982 por
Michael McIntosh; el farmaco fue desarrollado en su forma sintética
por Elan Corporation y fue aprobado por la Agencia de Medicamentos
y Alimentos (Food and Drug Administration, FDA) de Estados Unidos
en diciembre de 2004 bajo el nombre de "Prialt" para su
administracion en el fluido cerebroespinal. La Comision Europea
aprobo su uso el 22 de febrero de 2005 (Livett et al., 2006; McIntosh
et al., 1982; Watters y Stommel, 2004).

De la especie C. spurius se ha purificado, por ejemplo sr3a, la
cual mostré un patron de la familia T-conotoxinas y causa depresion
en la actividad de ratones (Aguilar et al., 2006); CNF-Sr1 que es el
primer péptido perteneciente a la familia RFamida aislado de algun
veneno con 12 aminoacidos presenta la siguiente secuencia
GPMGWVPVFYRF-NH,, (Maillo, 2002), posteriormente se aislo CNF-

Sr2, la cual contiene 12 aminoacidos sin residuos de Cys y causa
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hiperactividad en el caracol Pomacea paludosa y en raton (Aguilar et
al., 2008); srlla que muestra ocho residuos de Cys dispuestos en un
patron que define a las I-conotoxinas la cual produce rigidez en
cuerpo, extremidades y cola, en ratones (Aguilar et al.,, 2007); sr7a
presenta 32 aminoacidos y contiene seis cisteinas dispuestas en el
patron (C-C-CC-C-C) que caracteriza a la superfamilia O, que se
dirigen a canales de CaZ?*, K*, y Na*; este péptido provoca paralisis en
el musculo pedal de caracoles P. paludosa (Luna-Ramirez et al., 2007);
a-SrIA/B bloquean receptores nicotinicos musculares y neuronales

(04p2) (Lopez-Vera et al., 2007).

Especificamente, es de interés continuar el estudio de dos
proteinas de 10 kDa caracterizadas parcialmente a partir del veneno
de C. spurius (Maillo Penalver, 2001), ya que hasta el momento so6lo se
conocen pocas conotoxinas de masas moleculares similares. La
primera descrita es una conotoxina aislada a partir de C. geographus
con un peso molecular de 13 kDa que produce convulsiones; sin
embargo, no esta totalmente descrita su estructura molecular (Clark
et al.,, 1981). En el rango de pesos moleculares altos esta también la
Conodipina-M, aislada a partir del veneno de C. magus, que contiene
137 aminoacidos; es una fosfolipasa A2 con una masa molecular de
13.6 kDa y esta compuesta por dos cadenas de polipéptidos unidas
por uno o mas enlaces disulfuros (Mclntosh et al., 1995a). Con 84
aminoacidos (8.8 kDa) esta la conofisina-R aislada de C. radiatus la
cual tiene una configuracion C-C-C-CC-C-C-C-C-C-CC-C-C con 7
enlaces disulfuro, que muestra una secuencia similar a péptidos de la
familia de las neurofisinas (Lizaran et al., 2002). En un estudio
realizado por Loughnan y colaboradores en el 2006, se describen los
conopéptidos aD-VxXIIA, aD-VxXXIIB y aD-VxXIIC, purificados a partir
de C. vexillum, de aproximadamente 11 kDa; son pseudo
homodimeros con 47-50 residuos en cada monoémero, el cual tiene 10
residuos de cisteina y modificaciones post-traduccionales que

contribuyen a su heterogeneidad; estos péptidos son inhibidores de
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receptores nicotinicos de Acetilcolina, con selectividad en las
subunidades a7 y 2 de los receptores (Loughnan et al, 2006). En un
estudio mas reciente se descubriéo un polipéptido llamado con-ikot-
ikot, aislado a partir de C.striatus, con 86 aminoacidos incluyendo 13
cisteinas y un peso molecular de 9.432 kDa; el precursor de este
polipéptido tiene ademas 18 aminoacidos del péptido senal y 19
aminoacidos de la region propeptidica; este péptido causa la
interrupcion de la desactivacion de los receptores de AMPA (Walker et

al., 2009).

Como se menciond, C. spurius produce dos péptidos de
aproximadamente 10 kDa: SpIVC tiene una masa de 10,069.7 Da y
una secuencia parcial GEVSDNLMHCWLPEFRGCLLDCWNVFSRY;
SpIVD tiene una masa de 10,037.8 Da y la secuencia parcial
GEVSDNLLHCWLPEFRGCLLDCWN. Los nombres SpIVC y SpIVD
fueron asignados de manera provisional y se derivaron del nombre de
la especie, Sp por C. spurius; los nimeros romanos provienen de la
fraccion cromatografica estudiada y finalmente, "C" y "D" surgen del
orden de aparicion en la cuarta fraccion. Un estudio preliminar
sugiere que estos péptidos tiene efectos biolégicos en ratones de 13
dias de edad, inyectados intracranealmente: SpIVC (0.82 nmol/g)
causa movimientos circulares, aumentando la velocidad conforme el
tiempo desde la inyeccion, deteniéndose solamente con ruidos o al ser
tocados; SpIVD (0.93 nmol/g) produce disminucion en el movimiento
(Maillo Penalver, 2001). Una comparacion preliminar entre

conotoxinas conocidas hasta 2001 no indico similitud significativa.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

* ;Cual es la secuencia de aminoacidos de dos conotoxinas de 10

kDa del veneno del caracol marino Conus spurius?
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OBJETIVO GENERAL

* Caracterizar dos proteinas de 10 kDa del veneno del caracol marino

Conus spurius desde el punto de vista bioquimico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Purificar, mediante técnicas cromatograficas, dos proteinas de 10
kDa del veneno del caracol marino Conus spurius.

Determinar, mediante técnicas de espectrometria de masas, la
masa molecular de las proteinas.

Determinar, mediante degradacion de Edman automatica y
espectrometria de masas, la estructura primaria de las proteinas.

Tratar de identificar, mediante comparacion con secuencias en

bases de datos, el blanco molecular de las proteinas.

HIPOTESIS

Las proteinas de 10 kDa de Conus spurius tienen estructuras

bioquimicas muy similares y distintas de otras conotoxinas.

JUSTIFICACION

El océano es un ecosistema muy rico en cuanto a diversidad de
organismos y se mantiene relativamente inexplorado, cuando
hablamos de componentes que pueden ser utilizados como nuevos
farmacos o como herramientas para estudios moleculares.
Considerando que las especies marinas comprenden
aproximadamente la mitad del total de la biodiversidad mundial, el
ambiente marino ofrece un recurso enorme de compuestos nuevos;
Meéxico es uno de los paises mas ricos en biodiversidad marina, debido

a sus extensos litorales en los océanos Pacifico y Atlantico.

El estudio de las toxinas marinas como una opcion de
Biotecnologia representa un campo de investigacion relativamente

nuevo. En los ultimos anos muchas toxinas han sido aisladas de
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organismos marinos, las que se han estudiado con técnicas novedosas
en quimica, farmacologia y fisiologia; se ha podido describir a qué
grupo bioquimico pertenecen, su actividad biolégica y, de algunos, su
estructura y mecanismo de accion. La Biotecnologia Marina
representa un papel fundamental en el descubrimiento y desarrollo de
productos naturales; utilizando, ademas de las técnicas ya

mencionadas, la manipulacion genética y las técnicas protedomicas.

De los caracoles predadores conos existen aproximadamente
700 especies alrededor del mundo, de los cuales se han purificado y/o
clonado neurotoxinas de su veneno; a pesar de que el veneno de
algunas especies han causado la muerte en humanos, las toxinas de
estas especies contienen un gran potencial para la fabricacion de
farmacos; algunas de estas toxinas se utilizan, o se podrian utilizar,
para disminuir el dolor y para tratamientos contra la epilepsia, entre
otros usos farmacéuticos. Las conotoxinas se utilizan para estudiar
canales ionicos y receptores, ya que bloquean principalmente canales
que regulan el flujo de potasio, calcio o sodio a través de células
nerviosas y musculares. Los péptidos activos mas estudiados hasta la
fecha muestran una alta especificidad por canales idnicos, siendo asi
una herramienta valiosa para el diagnostico en la caracterizacion de
patrones neuronales, como agentes terapéuticos en medicina y
potencialmente como toxicos biodegradables de agentes patogenos
para aplicaciones en agro-veterinaria (Nagabhushanam, 2004; Terlau

y Olivera, 2004; Venugopal, 2009).

Con este estudio se espera contribuir a la caracterizacion de
conotoxinas de masa molecular mas alta que la mayoria de las
reportadas, como un primer paso para evaluar su posible uso en
investigacion basica (herramientas moleculares) o en la industria
farmacéutica o agro-veterinaria. En la actualidad, varios de los
farmacos fabricados a partir de toxinas contienen compuestos con un
peso molecular mucho mas alto o parecido con respecto a las

conotoxinas de alto peso molecular, lo que hace factible su utilizacion;
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por ejemplo, la toxina botulinica aislada a partir de Clostridium
botulinum, tiene un peso molecular aproximado de 150 kDa
(Carruthers y Carruthers, 2006); otro ejemplo se encuentra en el
veneno del Alacran Azul Rhopalurus junceus tiene efecto sobre canales
de sodio y potasio, ademas de que tiene propiedades contra el cancer;
el componente principal tiene 65 aminoacidos y cuatro puentes
disulfuros (Garcia-Gomez et al.,, 2011). Para la utilizacion de estas
conotoxinas como cualquiera de estas herramientas se requiere
previamente de su aislamiento y caracterizacion quimica, asi como de
bioensayos en animales de laboratorio. Si se encuentra alguna
propiedad interesante, se podria seguir con las fases de pruebas
clinicas (Fase I: tolerancia, fase II: interés terapéutico, y fase III:
bioensayos a larga escala); esto podria permitir a nuestro pais

elaborar patentes que pueden ser utilizadas en todo el mundo.

METODOLOGIA

Purificacion

La purificacion de las proteinas SpIVD y SpIVC se llevo a cabo
mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia en fase reversa
(RP-HPLC) a temperatura ambiente, debido a que esta técnica sirve
para la separacion de diferentes moléculas termolabiles como
aminoacidos, proteinas, acidos nucleicos, hidrocarburos,

carbohidratos, terpenoides, plaguicidas, etc.

Las columnas para cromatografia de liquidos se construyen
generalmente con un tubo de acero inoxidable de diametro interno
uniforme. En este caso se utiliz6 una columna C18 analitica (Vydac,
218TP54; tamano de particula 5 um, 250 mm x 4.6 mm, con 300A de
tamano de poro). Generalmente, para aumentar la vida de la columna
analitica, se coloca delante una precolumna que elimina la materia en
suspension y los contaminantes de los disolventes; la composicion del

relleno de la precolumna debe ser semejante a la de la columna
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analitica, por lo que se utilizé6 una precolumna C18 (Vydac, 218GK54;
tamanio de particula de 5 um; 10 mm x 4.6 mm, y 300A de tamaro de

poro).

En cromatografia de liquidos se han utilizado dos tipos basicos
de rellenos, pelicular y de particula porosa. Se le conoce como de fase
reversa debido a que el relleno de la columna tiene un recubrimiento
quimico no polar. Por lo general, el grupo R del siloxano en estos
recubrimientos es una cadena C8 (n-octilo) o una cadena C18 (n-
octadecilo). En estas preparaciones, los grupos de hidrocarburo de
cadena larga se alinean el uno junto al otro y en perpendicular a la
superficie de la particula, dando una estructura semejante a una
brocha. Las columnas analiticas C18 utilizadas tienen relleno de
aglomerados de microparticulas porosas de silice esferoidales, con tipo
de fase polimérica. Esta columna nos permite separar péptidos

pequenos, como digestiones tripticas y de otras enzimas.

En este tipo de cromatografia, la fase movil es relativamente
polar (como el agua, el metanol o el acetonitrilo); los componentes mas
polares aparecen primero, y un aumento de la polaridad de la fase
movil aumenta el tiempo de elucion. Por lo tanto, se utilizo una
solucion A preparada con 0.1% (v/v) de acido trifluoroacético (TFA)
acuoso y una solucion B con 0.085% (v/v) de TFA en 90% (v/v) de
acetonitrilo (MeCN) acuoso. Se uso un paso isocratico de 33 % de
solucion B durante 5 min y un gradiente lineal de 33 a 53% de

solucion B en 80 minutos, con un flujo de 1 ml/min.

Los detectores en cromatografia de liquidos son de dos tipos
basicos. Los detectores basados en una propiedad de la disolucion que
responden a una propiedad de la fase movil, tal como el indice de
refraccion, la constante dieléctrica, o la densidad, que se modifica por
la presencia de los analitos. Por otro lado estan los detectores basados
en una propiedad del soluto que responden a alguna de las
propiedades del soluto, como la absorbancia UV, la fluorescencia, o la

dispersion de luz, que no son propias de la fase movil. El detector que
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tiene el HPLC utilizado es de absorcion UV; este tipo de detector se
utiliza de forma restringida para aquellos solutos que absorben a
algunas longitudes de onda que reconocen ciertos grupos funcionales
organicos. En este caso se midio la absorcion de los efluentes a 220

nm que es en donde se puede detectar el enlace peptidico.

Cuantificacion de las proteinas purificadas

Se llevo a cabo mediante el secuenciador automatizado,
tomando como base el area de cantidades conocidas de los estandares
de PTH-aminoacidos que normalmente se someten a cromatografia
con cada muestra, con el fin de calibrar el equipo en cuanto al tiempo

de retencion de estos compuestos.

Determinacion de la masa molecular

Este analisis se llevo a cabo en la Unidad de Proteomica del

Instituto de Biotecnologia, UNAM.

Los péptidos SpIVC y SpIVD fueron aplicados en un sistema LC-
MS constituido de un cromatografo de liquidos de micro-flujo Accela
(Thermo-Fisher Co., San Jose, CA) con “spliter” (1/20) y un
espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Fisher Co., San
Jose, CA) con sistema de ionizacion tipo nano-electrospray (ESI). La
calibracion del espectrometro fue realizada con una solucion (Calmix)
de 10 moléculas calibrantes, que permite determinaciones con
exactitudes mayores que S ppm (partes/millon). En el sistema de
cromatografia de liquidos se utilizé un sistema gradiente de 10-100%
de solucion B (Solucion A = ac. acético 0.1%/agua; solucion B = ac.
acético 0.1%/acetonitrilo) en 120 minutos sobre una columna capilar
PicoFrit Proteopep 2 C18 75 um ID x 50 mm (New Objective Inc.,
Woburn, MA). El flujo del sistema LC fue de 400 nanolitros/minuto.
Los valores de m/z producidos fueron desconvolucionados con el
auxilio del programa Xtract (Thermo-Fisher Co.) para la determinacion

de las masas moleculares.
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A los fragmentos obtenidos del péptido SpIVD con tripsina se les
realiz6 una determinacion de su masa molecular para conocer si los
resultados obtenidos por secuenciacion (residuos de aminoacidos y

numero de residuos) corresponden con su masa molecular.

Determinacion de la estructura primaria por
espectrometria de masas.

Una parte de la secuencia de la conotoxina SpIVD se determiné
por el siguiente procedimiento: La proteina se separo por electroforesis
unidimensional (TRIS-TRICINE-SDS-PAGE) siguiendo el protocolo
elaborado por Schagger y von Jagow (1987) para la elaboracion del gel,
utilizando un voltaje inicial de 70 volts seguido de 90 volts, tinendo
con azul de Coomassie G-250; se cortaron dos bandas y se colocaron

en un tubo de polipropileno de 1.5 ml, para procesar las muestras.

El primer paso para el analisis es la reduccion de los puentes de
disulfuro y la alquilacion de las cisteinas, lo cual tiene como objetivos
desnaturalizar las proteinas permitiendo que se expongan los sitios
para el corte enzimatico y, a la vez, evitar la formacion de puentes
disulfuro intramoleculares e intermoleculares; estos ultimos darian
lugar a agregados covalentes, por ejemplo, dimeros. Estas
modificaciones quimicas son fundamentales, ya que para el analisis
por espectrometria de masas se requiere que las proteinas sean
digeridas a péptidos con masas moleculares menores que 3 kDa. Eso
se debe a que las tecnologias de fragmentacion de proteinas en
espectrometros de masas (para obtencion de secuencias) aun son
limitadas y péptidos con mayores masas moleculares producen
informaciones estructurales no interpretables. La muestra, reducida y
alquilada, generalmente se digiere con tripsina (enzima que corta
especificamente en los C-terminales de lisina y arginina, excepto
cuando éstas son seguidas de prolina); la eleccion de esta
endoproteasa como enzima de corte no es casual. En su mayoria, los
cortes tripticos generan péptidos con masas moleculares entre 1 y 2

kDa; ademas, permite la diferenciacion entre los amino acidos lisina y
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glutamina (masas promedio de 128.2 y 128.1 Da, respectivamente), ya
que todas las lisinas estaran posicionadas en el C-terminal de los
péptidos tripticos; finalmente, propicia la presencia de por lo menos
dos cargas positivas en el péptido (N-terminal y C-terminal con K o R)
que posibilitaran la transferencia de carga a través de las ligaciones

amidicas facilitando la fragmentacion.

El analisis por espectrometria de masas involucra la ionizacion
de los componentes de la muestra en fase gaseosa, la separacion de
las especies ionicas resultantes de acuerdo a la relacion de su masa
con su carga eléctrica (m/z), utilizando campos electromagnéticos en
el vacio. Los espectrometros de masas poseen tres componentes
basicos: un sistema de ionizacion, un analizador de masas y un
detector de iones. Este analisis se llevd a cabo en la Unidad de

Proteomica del Instituto de Biotecnologia, UNAM.

Las muestras fueron reducidas con ditiotreitol (DTT), alquiladas
con iodoacetamida y digeridas “in gel” con tripsina. Los péptidos
resultantes fueron aplicados en el sistema LC-MS descrito en la
seccion anterior. Para la fragmentacion de los péptidos se utilizaron
los métodos de CID (Collision-Induced Dissociation) y HCD (High
energy Collision Dissociation) donde solamente los iones con carga 2*
y 3* fueron seleccionados para los eventos de fragmentacion. Fueron
descartados los iones con cargas 1*, superiores a 4* y de cargas
indefinidas. Todos los espectros fueron adquiridos en modo de
deteccion positivo. La ejecucion y captura de los datos de
fragmentacion fueron realizadas de forma dependiente del escaneo
total de iones segun las cargas pre-determinadas (z?** y z3*) en el
método de adquisicion, ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), energia de
colision normalizada de 35 unidades arbitrarias, activacion Q de
0.250, tiempo de activacion de 40 milisegundos y tiempo maximo de
inyeccion de 10 milisegundos por micro-escaneo. Durante la captura
automatica de los datos fue utilizada la exclusion dinamica de iones:

(i) lista de exclusion de 500 iones, (ii) tiempo de pre-exclusion de 15
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segundos y (iii) tiempo de exclusion de 60 segundos. Los datos
espectrométricos fueron analizados manualmente para la obtencion
de datos estructurales y también sometidos a la busqueda contra la
base de datos del NBClInr a través del programa Mascot Search Result
(Matrix Science Inc., Boston, MA) y ProteinProspector (Universidad de

California, San Francisco).

Determinacion de la estructura primaria por el
principio de degradacion de Edman

Debido al tamano de las proteinas, fue necesario fragmentarlas;
primero reduciendo los puentes disulfuro y alquilando las Cisteinas
resultantes, y realizando una digestion mediante el uso de proteasas
especificas. La presencia de residuos de Arginina y Lisina en el
péptido SpIVD indic6 que podria ser usada tripsina, ya que esta

enzima corta en el lado carboxilo de estos aminoacidos.

Para la reduccion, la proteina SpIVD se disolvié en 180 ul del
amortiguador 0.1 M de TRIS-HCI, pH 8.0, con 6 M de clorhidrato de
guanidina. Se anadieron 45ul de 50 mM de ditiotreitol acuoso,
mezclandose; la muestra se incubdé a 65 °C durante 25 min. Para la
alquilacion y poder detectar los residuos de Cys durante la
secuenciacion, se anadi6 como agente alquilante 4 ul de 4-
vinilpiridina (4-VP), mezclando y quitando el aire de la muestra con
No; la mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 16 h en la
oscuridad. La proteina piridiletilada fue purificada con la columna
analitica C18 Vydac y las mismas soluciones utilizadas para la
repurificacion de las proteinas. Después de un paso isocratico con
10% de solucion B durante 10 minutos, se desarrolld un gradiente
lineal de 10 a 45% de la solucion B en 35 minutos, a un flujo de 1
ml/min. Para cuantificar los picos resultantes se disolvieron con 20 ul
de Solucion B, mezclando por dos minutos; posteriormente se le
agregaron 40 ul de la misma solucion, repitiendo el proceso, hasta
obtener un volumen final de 100 ul; de esto se tomaron 3 ul para

secuenciar por degradacion de Edman automatizada en un equipo
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modelo Procise 491 Protein Sequencing System (Applied Biosystems

Inc., Foster City, CA) utilizando el método de pulsos de liquidos.

La digestion se llevo a cabo disolviendo la proteina piridiletilada
en 200 ul de solucion de 0.1 M de NH4HCO3, pH= 8.3, agregando 2 ul
de 1 ug/ul de tripsina, mezclando bien, e incubando a 37 °C por 2 h.
Los fragmentos obtenidos se separaron por HPLC-RP utilizando la
columna C18 analitica con un gradiente de O a 100 % de solucion B

por 100 min.

Para la proteina SpIVC se realiz6 el mismo proceso
anteriormente descrito para la reduccion y la alquilacion pero se
digirié con la enzima proteasa V8 aislada a partir de Staphylococcus
aureus, que tiene preferencia por hidrolizar el lado carboxilo de los
aminoacidos acidos (aspartico y glutamico). Para esto se disolvio la
proteina piridiletilada en 200 ul de solucion 50 mM de KHPO4, pH=7.8,
agregando 2 ul de 1 ug/ul de proteasa V8, mezclando bien; se incubod a
37 °C por 72 h. Los fragmentos obtenidos se separaron con HPLC-RP

con las especificaciones anteriormente descritas.

Los fragmentos obtenidos con tripsina y con proteasa V8 se

secuenciaron por degradacion de Edman automatizada.

Busqueda de similitudes en bases de datos vy
comparacion de secuencias

Para buscar similitudes entre las proteinas SpIVD y SpIVC y
otras proteinas depositadas en bases de datos se uso el programa
BLASTP, en el servidor del National Center for Biotechnology

Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Uno de los programas mas usados para la alineacion multiple
de secuencias, es el CLUSTAL W2 y se empled para comparar
secuencias, usando el servidor del European Molecular Biology
Laboratory-European Bioinformatics Institute y la configuracion

predeterminada (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).
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RESULTADOS

Repurificacion de SpIVD

Se repurificaron 6 muestras de la proteina SpIVD purificadas
parcialmente con anterioridad a partir de 4 especimenes de C. spurius
obtenidos del Mar Caribe, alrededor de Puerto Morelos, Quintana Roo;
estos ejemplares fueron colectados por arrastre entre 37 y 100 m de
profundidad en el ano de 1999. De cada muestra se hicieron dos
cromatografias, obteniéndose el cromatograma representativo
mostrado en la figura 8; el componente mayoritario tuvo un tiempo de

retencion promedio de 36.56 min.
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Figura 8. Cromatograma representativo obtenido de la repurificacion del

péptido SpIVD de Conus spurius.

Repurificacion de SpIVC

Se repurificaron 6 muestras de la proteina SpIVC purificadas
parcialmente con anterioridad a partir de 4 especimenes de C. spurius
obtenidos del lugar y el ano anteriormente descritos. De cada muestra
se hicieron dos cromatografias, obteniéndose el cromatograma
representativo mostrado en la figura 9; el componente mayoritario

tuvo un tiempo de retencion promedio de 33.20 min
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Figura 9. Cromatograma representativo obtenido de la repurificacion del

péptido SpIVC de Conus spurius.

Cuantificacion delos péptidos

La sumatoria del area bajo la curva de todas las muestras
colectadas en la repurificacion del péptido SpIVD fue de
57,527,604uV*seg, mientras que una alicuota de un péptido de
referencia (0.35 ug) tuvo un area de 1,052,997 uV*seg. Por lo tanto, el
material colectado corresponde aproximadamente a 19.29 ug;
tomando en cuenta la masa molecular determinada anteriormente
(10,037.8 Da), esto corresponde a aproximadamente 1921 pmol. Para
SpIVC (10,069.7 Da), el area bajo la curva total fue de 40,094, 632
uV*seg, y un calculo similar indico que se obtuvieron 13.44 ug que

corresponden a 1330 pmol.

La cuantificacion de los péptidos que se llevo a cabo mediante
secuenciacion automatizada (2 ciclos) dio una cantidad ligeramente
mayor de la calculada con base en comparacion a la cuantificacion
anteriormente descrita para SpIVC (1500 pmol), y un poco menor para

SpIVD (1700 pmol).

Determinacion de la masa molecular

Las masas promedio se obtuvieron multiplicando el valor de la
relacion masa/carga (m/z) de los iones (por ej. SpIVC: 1116.98,
1256.60, 1435.83 y 1674.97) por su carga (SpIVC: 9, 8, 7 y 6,
respectivamente), restando el valor de la carga, y promediando los

valores.
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Las masas promedio obtenidas fueron 10,043.77 Da para SpIVC
(Figura 10) y 10,025.80 Da para SpIVD (Figura 11).
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conotoxina SpIVD por espectrometria de masas.

Unicamente se pudo obtener la secuencia de una pequena

fraccion (11 residuos) de la conotoxina: ETNSFDCT(L/I)FK cuyo

espectro y analisis se muestran en la figura 12, en donde la diferencia
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entre picos sucesivos es la relacion m/z que representa a un
aminoacido; la tnica ambigliedad es entre Leucina e Isoleucina que
tienen la misma masa. La causa aparente de este resultado fue que la
cantidad de muestra fue insuficiente. Las masas monoisotopicas del
ion precursor que fue fragmentado por CID (1677.74 Da) y de la
secuencia determinada (1360.58 Da, considerando la alquilacion con
yodoacetamida) indica que faltan 3 aminoacidos (317.16 Da) del

extremo amino.
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Figura 12. Secuencia obtenida por espectrometria de masas a
partir de SpIVD reducida y alquilada con yodoacetamida y cortada

con tripsina.

Determinacion de la estructura primaria de las
proteinas por el principio de degradacion de Edman.

Para verificar la integridad de las proteinas, después de tanto
tiempo de almacenamiento y después de la repurificacion, se sometio
a secuenciacion una alicuota de SpIVC, observando que la muestra no
ha sufrido protedlisis y se confirm6é la secuencia obtenida
anteriormente; se decidié analizar s6lo una de las proteinas debido a
la poca cantidad que se tenia y a que el almacenamiento fue el mismo
(Maillo Penalver, 2001):GEVSDNLMHCWLPEFRGCLLDCWNVFSRY (C,

residuo por confirmar).
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El cromatograma de la repurificacion de la proteina SpIVD
piridiletilada se observa en la Figura 13. Las fracciones obtenidas se
analizaron mediante el secuenciador de Edman para verificar cuales
correspondian al SpIVD piridiletilado (y al mismo tiempo
cuantificarlos), de acuerdo con la secuencia ya conocida de la parte
amino; se obtuvieron 4 fracciones y dos de ellas se juntaron para ser
digeridas con tripsina y las dos sobrantes se utilizaron para

determinacion de masas y verificar el nivel de alquilacion.

Figura 13. Cromatograma de la repurificacion del péptido SpIVD
piridiletilado. Las flechan senalan los picos en donde se encuentra el
péptido alquilado y los indicados con asterisco (*) son los utilizados

para digerirse con tripsina.

El péptido piridiletilado digerido con tripsina se muestra en el
cromatograma de la Figura 14, en donde se representa con un
numero los fragmentos con los cuales se pudo obtener una secuencia

usando 1/3 del total obtenido de cada uno de ellos.
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Figura 14. SpIVD piridiletilada digerida con tripsina; los nimeros

indican los picos que fueron secuenciados.

En la tabla 4 se muestran las secuencias obtenidas por
secuenciacion automatizada, asi como la cuantificacion de cada uno
de los fragmentos obtenidos. Para el fragmento uno la secuencia es
consistente con la enzima tripsina cationica en las posiciones 92-97, y
para el fragmento 2 (en la secuencia XGIQVS) en las posiciones 44-49;
tomando en cuenta que el primer residuo del fragmento uno y dos no
pudieron ser identificados debido a que aparecieron varios
aminoacidos en el ciclo pero en poca cantidad, lo que podria
identificarse como S que se observa en la enzima tripsina cationica;
para el primer fragmento, los residuos del 7 en adelante eran dudosos,
sin embargo, se aprecié un pequeno aumento de S en la posicion 7 (lo
cual concuerda con la tripsina cationica) pero hubo un aumento
mayor en la H razéon por la cual se identifico ese aminoacido; en la
posicion 8 no se vio aumento de ningun aminoacido, pero a veces no
se ve el ultimo residuo de un péptido (R en el caso del fragmento
SAASLNSR); finalmente, la posible K que identificamos en la posicion
8 (aumento muy pequeno) pudo deberse a un artificio cromatografico,
ya que la senal era muy pequena. Para el fragmento dos la R de la
posicion 6 se pudo apreciar, pero se interpreté tentativamente como

una posible la R en la posicion 6 del péptido triptico de SpIVD-PE
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( TCYYRR ), lo cual fue descartado por el analisis de masas de este

péptido triptico. La secuencia de la tripsina cationica se muestra a

continuacion,

fragmentosl y

senalando las secuencias correspondientes a los

2).

IVGGYTCGANTVPYQVSLNSGYHFCGGSLINSQWVVSAAHCYKSGIQVRLGEDNINVVEG 60

NEQFISASKSIVHPSYNSNTLNNDIMLIKLKSAASLNSRVASISLPTSCASAGTQCLISG 120
WGNTKSSGTSYPDVLKCLKAPILSDSSCKSAYPGQITSNMFCAGYLEGGKDSCQGDSGGP 180
VVCSGKLQGIVSWGSGCAQKNKPGVYTKVCNYVSWIKQTIASN- 223

Tabla 4.  Secuencias obtenidas a partir de la digestién de SpIVD con
tripsina.

Fragmento Secuencia(s) Cantidad (pmol)
1 XAASLNHK 6.0
2 TCYYRR 45.8

XGIQVS 26.7
3 CYAVCTTEIAKK 24.6
XYVLGXPXVPDXX 21.6
4 CYAVCTTEIAK 60.8
5 LYVLETNSHDTTIND 14.9
CLGHGSYNA_LHG 7.4
GIV_PNPEV__ N 15.1
DEL DK 4.6
6 GCLLDCXNVXSRR 21.6
LGXETNSXDCTIXX- 43.6
GEVSDNLLXCXLPEX
7 GEVS 7.8
8 GEVSDNL 57.0
9 GEVXDNLLXX 2.0
GXLLDCXNVX
10 ——-XLNVNXK 3.2
----XXLL----
11 GEVSDNLLHX 18.0
GXLLDXXXVX 7.1
12 GEVSDNLLXX 12.1

“X” = residuo no identificado;

« »

«_« _—

= representa que no se observé nada en el ciclo de la secuenciacion, pero

se hizo el ciclo; “_"= representa que en los ciclos anteriores se observa una secuencia pero en ese ciclo no

hay presencia de aminoacido.
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Para SpIVC piridiletilada se obtuvo el cromatograma
representado en la Figura 15, en donde se indican con una flecha los

fragmentos que se sometieron a digestion por la enzima proteasa V8.

\ . f' I\. J\ //’ \
N Y W WY
g \
Figura 15. Cromatograma de la repurificacion de SpIVC
piridietilado.

El péptido SpIVC digerido con protesa V8 se muestra en la
figura 16 en donde se senala con numeros los fragmentos que fueron
secuenciados; el primer pico mas alto y el siguiente no se
secuenciaron debido a que corresponden a los obtenidos en el blanco
de digestion, lo que indica que corresponden a la enzima y/o al
amortiguador; sin embargo, en ningun fragmento secuenciado se

pudo obtener una secuencia clara usando un 1/2 del total recuperado.

Figura 16. Cromatograma de SpIVC piridiletilado digerido con
proteasa V8.
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Determinacion de la masa molecular de fragmentos del
péptido SpIVD.

Para la determinacion de la masa molecular Unicamente se
analizaron los remanentes (2/3 del total obtenido) de los fragmentos
en los cuales se tenia una mayor cantidad de picomoles calculados
durante la secuenciacion; los cuales fueron 2, 3, 4, 6 y 8, que se
observan en la figura 14 y en la tabla 4, y las fracciones senaladas con
una flecha en la figura 13 que corresponden a SpIVD piridiletilado;
estos resultados se muestran en la tabla 5 y el espectro de masas en
la figura 17, donde las lineas verticales rojas senalan los valores de la
relacion m/z que se usaron para calcular la masa de SpIVD
piridiletilada; cada una corresponde a una carga diferente (desde 14+
hasta 11%*), pero al hacer los calculos para cada una de ellas se
obtienen valores similares, aproximadamente 11,208.00 Da. La masa
molecular teorica se calculéo sumando cada masa molecular de los
residuos de aminoacidos mas la del radical piridietii a lo que
corresponde la cantidad de 105.06 Da por cada cisteina; en el caso de
tener dos cisteinas se realizo el calculo con una y dos cisteinas, para

comprobar el grado de alquilacion del compuesto.

CilUsers\.\MAguilarMAguilarsphd33 ( 11101:17:20 pm.

MAguilarsphvd33 #357-363 RT: 3.40-349 AV:7 NL:255E4
T: FTMS + ¢ NSI Full ms [150.00-2000.00]
92341 990.90 107091

=7 z=7 z=7

84441

60 =7 73
853.01

55 e

1081.76
=7

3.00

?
1045.75
z=2 1101.00

z=7 111896 1160.16
2=7 =3

17713
z=7

1063.03
oese 113213
=2 2

u

850 900 950 1050
miz

1187.86
z=?

800 z ¥ 862z 13 9352712 1020z *+

La determinacion de carga (en rojo)
MW aprox: 11,208.00 Da

Figura 17. Resultados de la determinaciéon de la masa molecular

de la conotoxina SpIVD piridiletilada.
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Tabla 5. Determinaciéon de la masa molecular de los fragmentos

obtenidos con tripsina a partir de SpIVD piridiletilado.

Fragmento Secuencia Masa molecular Masa molecular tedrica
experimental (monoisotopica, Da)

(monoisotopica, Da)

2 TCYYR 809.36 809.34 (con cisteina
alquilada)
CYAVCTTEIAK 1237.40 1238.49 (sin alquilacion)
CYAVCTTEIAK 1305.60 1305.60 (con una
1410.68 alquilacion)
1410.66 (con dos
alquilaciones)
6 LGFETNSFDCTIFK 1741.80 1741.78 (con cisteina

alquilada y una oxidacién)

8 GEVSDNLLHCWLPEFR 2018.98 2018.95 (con cisteina
2034.96 alquilada)

2034.94 (con cisteina
alquilada y una oxidacién,
posiblemente de triptéfano).

SpIVD_PE GEVSDNLLHCWLPEFR 11208.00 11192.22 (con 11
(figura 17) alquilaciones; con 11
alquilaciones mas una

oxidaciéon= 11208.21)*

“Este dato se calcul6 tomando la masa molecular promedio del péptido (10025.80
Da) mas lo que corresponderia a 11 cisteinas piridiletiladas ((11x106.13)-

1.01=1166.42).

Busqueda de similitudes en bases de datos vy
comparacion de secuencias

La busqueda de similitudes entre las secuencias parciales de los
péptidos SpIVD (24 residuos) y SpIVC (29 residuos) y las proteinas
depositadas en la base de datos nr (non-redundant: All non-
redundant GenBank CDS translations + RefSeq Proteins + PDB +
SwissProt + PIR + PRF) accesible mediante del programa BLASTP dio

resultados muy parecidos para ambos péptidos (Tabla 6).
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Tabla 6.

Resultados del programa BLASTP para SpIVD y SpIVC.

Descripcién Puntuacién Puntuacion total | Cobertura de Valor E
maxima la secuencia
Proteina parecida al 3.5 para
toll-like 32.9 para SpIVC | 32.9 para SpIVC SpIVC y
y 35.4 para y 35.4 para 62 % 0.47
; .47 para
receptor 5 de Anolis SpIVD SpIVD
carolinensis SpIVD
Proteina hipotética
BDDG_08840 de 32.5 32.5 44 % 4.3
Ajellomyces dermatitidis
Proteina con
dominio de proteina 32.5 32.5 48 % 4.6

PiLT de Cyanothece sp.

El programa utilizado para buscar la semejanzas con otras

proteinas hace una alineacion con cada una de las proteinas de la

base de datos; de acuerdo al parecido en esta alineacion (posicion y

numero de aminoacidos exactamente iguales, y los espacios entre los

residuos de aminoacidos que hace el programa para hacer la

alineacion optima) le brinda una puntuacion, entre mayor sea la

puntuacion, mayor es el parecido; a continuacion se muestran las

alineaciones reportadas con las proteinas de la tabla 6.

Alineacion realizada por el programa BLASTP de SpIVC con la

proteina parecida al toll-like receptor 5 de Anolis carolinensis:

Longitud de la proteina: 658 a.a. Aminoacidos idénticos: 14 /22 (68%)

Positivos: 15/22 (68%)

Query 4 SDNLMHCWLPE--FRG--CLLD 21
SDNL+H LPE FRG LLD
Sbjct 553 SDNLLH-RLPEWVFRGLTSLLD 573

Espacios: 5/22 (23%)
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Alineacion realizada por el programa BLASTP de SpIVC con la
Proteina hipotética BDDG_08840 de Ajellomyces dermatitidis:

Longitud de la proteina: 79 a.a. Aminoacidos idénticos: 12/24 (50%)
Positivos: 12/24 (50%)  Espacios: 12 /24 (50%)
Query 11 WLP---EFRGCL---—-—--— LDCW 23

WLP EFR CL LDCW
Sbjct 29 WLPCSLEFR-CLADYMCQESLDCW 51

Alineacion realizada por el programa BLASTP de SpIVC con la

Proteina con dominio de proteina PiLT de Cyanothece sp.

Longitud de la proteina: 145 a.a. Aminoacidos idénticos: 10/14 (71%)
Positivos: 11/14 (79%)  Espacios: 2/14 (14%)

Query 13 PEFRGCLLDCWNVF 26

PEF CLL+C NVF
Sbjct 40 PEF--CLLECSNVF 51

Cuando la busqueda se limitéo a proteinas de moluscos, los
resultados con mayor puntaje se representan en la tabla 7 para SpIVD

y en la tabla 8 para SpIVC:

Tabla 7.  Similitud del péptido SpIVD (secuencia parcial) con proteinas

de moluscos.

Descripcion Puntuacién Puntuacién | Cobertura de la | Valor

maxima total secuencia E

Citocromo C  oxidasa,
subunidad III de Venerupis 24.4 24.4 72 % 0.25
(Ruditapes) philippinarum

Cadena A de la estructura
cristalina de la proteina Plc21 de 23.1 23.1 37 % 0.70
Loligo pealei

Cadena A de la estructura

cristalina de la proteina Plc21 deS. 23.1 45.6 37 % 0.70
officinalis
Fospolipasa C de
23.1 33.1 24 % 0.70

Watasenia scintillans
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Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Citocromo

C oxidasa, subunidad III de Venerupis (Ruditapes) philippinarum:
Longitud de la proteina: 297 a.a. Aminoacidos idénticos: 11/21 (52%)
Positivos: 11/21 (52%) Espacios: 7/21 (33%)

Query 7 LLHCWLPEFRGCLLDCWNVFS 27

LL CwW FR LL W FS
Sbjct 239 LLVCW---FR--LL--WSHFS 252

Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Cadena A

de la estructura cristalina de la proteina Plc21 deLoligo pealei:
Longitud de la proteina: 813 a.a. Aminoacidos idénticos: 6/8 (75%)
Positivos: 7/8 (88%) Espacios: 1/8 (13%)

Query 18 CL-LDCWN 24

CL LDCW+
Sbjct 366 CLELDCWD 373

Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Cadena A

de la estructura cristalina de la proteina Plc21 de S. officinalis:
Longitud de la proteina: 816 a.a. Aminoacidos idénticos: 6/8 (75%)
Positivos: 7/8 (88%) Espacios: 1/8 (13%)

Query 18 CL-LDCWN 24

CL LDCW+
Sbjct 366 CLELDCWD 373

Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Fospolipasa

C de Watasenia scintillans:

Longitud de la proteina: 1112 a.a. Aminoacidos idénticos: 6/8 (75%)
Positivos: 7/8 (88%) Espacios: 1/8 (13%)

Query 18 CL-LDCWN 24

CL LDCW+
Sbjct 365 CLELDCWD 372
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Tabla 8. Similitud del péptido SpIVC (secuencia parcial) con proteinas

de moluscos.

Descripciéon Puntuaciéon Puntuacién | Cobertura de la | Valor
maxima total secuencia E
Citocromo oxidasa,
subunidad II de Austrochloritis 24.0 34.8 58% 0.32
porteri
Subunidad 1 de NADH
deshidrogenasa de Biomphalaria 24.0 33.1 79% 0.33
glabrata
Cadena A de la estructura
cristalina de la proteina Plc21 23.1 45.6 37% 0.65
deLoligo pealei.
Cadena A de la estructura
cristalina de la proteina Plc21 desS. 23.1 45.6 37% 0.65
officinalis
Fospolipasa C de
23.1 33.1 24 % 0.65

Watasenia scintillans

Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Citocromo

oxidasa, subunidad II de Austrochloritis porteri:

Longitud de la proteina: 160 a.a. Aminoacidos idénticos: 10/18 (56%)

Positivos: 11/18 (61%)

Query 5 DNLMHCWLP-EFRGCLLD
DNLM P EFR LL+
Sbjct 97 DNLM—----PGEFR--LLE

Espacios: 7/18 (39%)
21

108

Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Subunidad

1 de NADH deshidrogenasa de Biomphalaria glabrata:

Longitud de la proteina: 307 a.a. Aminoacidos idénticos: 12/26 (46%)

Positivos: 13/26 (50%)

Query 7 LMHCW---LPEFRG

+M CW LP F G

CLLDCW
CLL CwW
Sbjct 275 MMLCWKSFLP-F-GICMLFLCLL-CW

Espacios: 12/26 (46%)

23

297
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Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Cadena A

de la estructura cristalina de la proteina Plc21 deLoligo pealei:
Longitud de la proteina: 813 a.a. Aminoacidos idénticos: 6/8 (75%)
Positivos: 7/8 (88%) Espacios: 1/8 (13%)

Query 18 CL-LDCWN 24

CL LDCW+
Sbjct 366 CLELDCWD 373

Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Cadena A

de la estructura cristalina de la proteina Plc21 de S. officinalis:
Longitud de la proteina: 816 a.a. Aminoacidos idénticos: 6/8 (75%)
Positivos: 7/8 (88%) Espacios: 1/8 (13%)

Query 18 CL-LDCWN 24

CL LDCW+
Sbjct 366 CLELDCWD 373

Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Fospolipasa

C de Watasenia scintillans:
Longitud de la proteina: 1112 a.a. Aminoacidos idénticos: 6/8 (75%)
Positivos: 7/8 (88%) Espacios: 1/8 (13%)

Query 18 CL-LDCWN 24
CL LDCW+
Sbjct 365 CLELDCWD 372
Cuando la busqueda se limité6 a proteinas de Conus, los
resultados con mayor puntaje se representan en la tabla 9 para
SpIVC(GEVSDNLMHCWLPEFRGCLLDCWNVFSRY) y SpIVD
(GEVSDNLLHCWLPEFRGCLLDCWN), ya que mostraron resultados

idénticos.
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Tabla 9. Similitud delos péptidos SpIVC y SpIVD (secuencias parciales)

con proteinas de Conus

Descripciéon Puntuacién Puntuacién Cobertura de la Valor
maxima total secuencia E
Conotoxina
19.7 19.7 20% 0.86
BeTXIla
Conotoxina
19.3 19.3 13% 1.5
Im11.4
Conotoxina Lt11.3 19.3 19.3 13% 1.5
K-conotoxina BtX 17.6 31.4 31% 5.4
Conotoxina QclIIB 16.8 16.8 10% 5.9

Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Conotoxina

BeTXIla:

Longitud de la proteina:

Positivos: 6/7 (86%)

Query 18 CLLD
CLL+

-Cw 23

CwW

Sbject 15 CLLNCCW 21

Espacios: 1/7 (14%)

30 a.a. Aminoacidos idénticos: 5/7 (71%)

Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Conotoxina

Im11.4:

Longitud de la proteina: 64 a.a. Aminoacidos idénticos: 4/4 (100%)

Positivos: 4/4 (100%)

Query 22 CWNV
CWNV
Sbjct 46 CWNV

25

49

Espacios: 0/4 (0%)
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Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Conotoxina

Lt11.3:

Longitud de la proteina: 71 a.a. Aminoacidos idénticos: 4/4 (100%)
Positivos: 4/4 (100%) Espacios: 0/4 (0%)

Query 22 CWNV 25

CWNV
Sbjct 46 CWNV 49

Alineacion realizada por el programa BLASTP con la «-

conotoxina BtX:

Longitud de la proteina: 70 a.a. Aminoacidos idénticos: 6/10 (60%)
Positivos: 6/10 (60%) Espacios: 4/10 (40%)

Query 15 FR----GCLL 20

FR GCLL
Sbjct 3  FRVTSVGCLL 12

Aminoacidos idénticos: 4/7 (57%)
Positivos: 5/7 (71%) Espacios: 1/7 (14%)
Query 18 CLLD-CW 23

CL + CW
Sbjct 41 CLNECCW 47

Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Conotoxina

QclIIIB:

Longitud de la proteina: 15 a.a. Aminoacidos idénticos: 3/3 (100%)
Positivos: 3/3 (100%) Espacios: 0/3 (0%)

Query 9 HCW 11

HCW
Sbjct 5 HCW 7

Se realizo el mismo BLASTP para los demas fragmentos

obtenidos en la secuenciacion; para el fragmento LGFETNSFDCTIFK

se obtuvieron los resultados mostrados en la tabla 10.
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Tabla 10.  Similitud del fragmento LGFETNSFDCTIFK con proteinas de

Conus spp.
Puntuacion Puntuacion Cobertura de la Valor
Descripciéon
maxima total secuencia E
Conotoxina C16.4 de C.
) ] 17.6 17.6 28% 0.14
californicus
Conotoxina Eb11.3 de C.
16.3 16.3 28% 0.41
eburneus
Conotoxina de 4 asas de
) 15.1 15.1 35% 1.1
C. sponsalis

Alineacion realizada por el programa BLASTP con laConotoxina

Cl6.4 de C. californicus:

Longitud de la proteina: 76 a.a. Aminoacidos idénticos: 4/4 (100%)
Positivos: 4/4 (100%) Espacios: 0/4 (0%)

Query 10 CTIF 13

CTIF
Sbjct 57 CTIF 60

Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Conotoxina

Eb11.3 de C. eburneus:

Longitud de la proteina: 81 a.a. Aminoacidos idénticos: 4/4 (100%)
Positivos: 4/4 (100%) Espacios: 0/4 (0%)

Query 6 NSFD 9

NSFD
Sbjct 42 NSFD 45

Alineacion realizada por el programa BLASTP con la conotoxina

de 4 asas de C. sponsalis:

67




Longitud de la proteina: 25 a.a. Aminoacidos idénticos: 4/5 (80%)
Positivos: 4/5 (80%) Espacios: 0/5 (0%)
Query 7 SFDCT 11
SF CT
Sbjct 16 SFSCT 20
Para el fragmento CYAVCTTEIAK se obtuvieron los resultados

mostrados en la tabla 11:

Tabla 11.  Similitud del fragmento CYAVCTTEIAKcon proteinas de Conus

Spp.
Puntuacion Puntuacion Cobertura de la Valor
Descripcion
maxima total secuencia E
Conotoxina Malr193 de C.
18.0 18.0 45% 0.014
marmoreus
Subunidad 1 de NADH
17.2 26.3 54% 0.028
deshidrogenasa de C. borgesi
Subunidad 1 de NADH
17.2 17.2 54% 0.028
deshidrogenasa de C. textile

Alineacion realizada por el programa BLASTP con la conotoxina

Malr193 de C. marmoreus:

Longitud de la proteina: 80 a.a. Aminoacidos idénticos: 4/5 (80%)
Positivos: 4/5 (80%) Espacios: 0/5 (0%)

Query 1 CYAVC 5

C+AVC
Sbjct 73 CFAVC 77

Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Subunidad

1 de NADH deshidrogenasa de C. borgest:

Longitud de la proteina: 313 a.a. Aminoacidos idénticos: 5/6 (83%)
Positivos: 5/6 (83%) Espacios: 0/6 (0%)

Query 6 TTEIAK 11

T EIAK
Sbjct 59 TKEIAK 64
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Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Subunidad

1 de NADH deshidrogenasa de C. textile:

Longitud de la proteina: 313 a.a. Aminoacidos idénticos: 5/6 (83%)
Positivos: 5/6 (83%) Espacios: 0/6 (0%)

Query 6 TTEIAK 11

T EIAK
Sbjct 59 TKEIAK 64

Y finalmente para el fragmento TCYYR se obtuvieron los

resultados mostrados en la tabla 12:

Tabla 12.  Similitud del fragmento TCYYR con proteinas de Conus spp.

Puntuacion Puntuacion Cobertura de la
Descripcién Valor E
maxima total secuencia
Conotoxina de 4
19.3 19.3 80% 0.00000005

asas de C. miliaris

Conotoxina
Cl14.10 de C. 17.2 26.3 54% 0.002
californicus

Alineacion realizada por el programa BLASTP con la conotoxina

de 4 asas de C. miliaris:

Longitud de la proteina: 69 a.a. Aminoacidos idénticos: 4/4 (100%)
Positivos: 4/4 (100%) Espacios: 0/4 (0%)

Query 2 CYYR 5

CYYR
Sbjct 50 CYYR 53
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Alineacion realizada por el programa BLASTP con la Conotoxina

Cl14.10 de C. californicus:
Longitud de la proteina: 36 a.a. Aminoacidos idénticos: 3/4 (75%)
Positivos: 4/4 (100%) Espacios: 0/4 (0%)

Query 1 TCYY 4
TC+Y
Sbjct 6 TCFY 9

Se realizo una alineacion con cada una de las conotoxinas
reportadas que tienen un peso cercano al de una de las conotoxinas
de interés (SpIVD). En los alineamientos que siguen, el asterisco
representa los aminoacidos exactamente iguales; los dos puntos,
aminoacidos muy parecidos; el punto, aminoacidos que se parecen

ligeramente.

a) Alineamiento con la conofisina-R (84 aminoacidos):

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

SpIVD  mmmmmmmmmmm e m o GEVSDNLLH--=-———-————-——- CWL--P-E 14

conophysin-R HPTKPCMYCSFGQCVGPHICCGPTGCEMGTAEANMCSEEDEDPIPCQVFGSDCALNNPDN 60
* * . * % * .

SpIVD FRG-CLLD---CWN-—-———————— 24

conophysin-R IHGHCVADGICCVDDTCTTHLGCL 84

e ek ke Kk * .

b) Alineamiento con la toxina con-ikot-ikot (86 aminoacidos):

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

SPIVD  mmmmmm e GEVSDNLLHCWLPEFRGC----- LLD-CWN----- 24

con-ikot-ikot SGPADCCRMKECCTDRVNECLQRYSGREDKFVSFCYQEATVTCGSFNEIVGCCYGYQMCM 60
* . * . * .. * .

SpIVD  mmmmmmmmmme

con-ikot-ikot IRVVKPNSLSGAHEACKTVSCGNPCA 86

c) Alineamiento con la cadena beta de la conodipina-M (42
aminoacidos):

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

SpIVD GEVSDN--LLHC------- WLP-EFRG----C--LLDCWN-- 24
conodipine-M-beta AATCTHWALIYFKTVQLFGWXHENYQVDATYCPQFQPCMPXX 42

K. . * .. * . *
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d) Con la cadena alfa de conodipina-M (77 aminoacidos):

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

SpIvD  —-——- GEVSD-NLLHCWLPEFR--GC---LLD------- CWN-—==—=———————————— 24

conodipine-M-alpha ZXPSTAELCKINSNACSVP-FSXIPCQKXFLAACDRHDTCYHCGKHFGFKQDDCDDAFFR 59
LKLl *ok o * H *i

SpIVD  mmmmmmmmm o

conodipine-M-alpha DMTALCAHGTDDEGXCPX 77

e) Alineamiento con las aD-conotoxinas (47-50 aminoacidos):

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

3589Cp20.2 —-DVRECQVDTPGSSWGKCCMTRMCGTMCCSRSVCTCVYHWRRGHGCSCPG 49
3591Cp20.3 —--EVQECQVDTPGSSWGKCCMTRMCGTMCCSRSVCTCVYHWRRGHGCSCPG 49
3595Cp20.5 —-DNEAECQIDTPGSSWGKCCMTRMCGTMCCSRSVCTCVYHWRRGHGCSCPG 50
3603Ms20.4 —~DNEAECQINTPGSSWGKCCMTRMCGTMCCARSGCTCVYHWRRGHGCSCPG 50
3605Ms20.5 —-DNEAECQINTPGSSWGKCCLTRMCGPMCCARSGCTCVYHWRRGHGCSCPG 50
3601Ms20.3 —-DVRECQVNTPGSSWGKCCMTRMCGTMCCARSGCTCVYHWRRGHGCSCPG 49
3597Ms20.1 —-DVRECNINTPGSSWGKCCLTRMCGPMCCARSGCTCVYHWRRGHGCSCPG 49
3599Ms20.2 ——-DVRECNINTPGSSWGKCCLTRMCGTMCCARSGCTCVYHWRRGHGCSCPG 49
3619vt20.1 —-DDESECIINTRDSPWGRCCRTRMCGSMCCPRNGCTCVYHWRRGHGCSCPG 50
1685VxXXB —-DDESECIINTRDSPWGRCCRTRMCGSMCCPRNGCTCVYHWRRGHGCSCPG 50
3593Cp20.4 -NDESECIISTPGSSWGRCCLTRMCGTMCCPRSGCYCVYHWRRGHGCACSD 50
1684VxXXC —-DLRQCTRNAPGSTWGRCCLNPMCGNFCCPRSGCTCAYNWRRGIYCSC-- 47
3615Rt20.1 —-DARECQVNTPGSRWGKCCLNRMCGPMCCPESHCYCVYHRRRGHGCSC-- 47
3617Rt20.2 —-DARECQVNTPGSRWGKCCLNRMCGPMCCPESHCYCIYHRRRGHGCSC-- 47
3587Cp20.1 DRDVQDCQVSTPGSKWGRCCLNRVCGPMCCPASHCYCVYHRGRGHGCSC-- 49
3613M120.4 —-DVQDCQVSTPGSKWGRCCLNRVCGPMCCPASHCYCVYHRGRGHGCSC-- 47
1686VxXXA —-DVQDCQVSTPGSKWGRCCLNRVCGPMCCPASHCYCVYHRGRGHGCSC-- 47
3607M120.1 —-DVQECQVVTPGSKWGRCCLNRVCGPMCCPASHCYCIYHRGKGHGCSC-- 47
3609M120.2 —-DVQECQVVTPGSKWGRCCLNRVCGPMCCPASHCYCIYHRGRGHGCSC-- 47
3611M120.3 —-DAQGCQVVTPGSKWGRCCLNRVCGPMCCPASHCYCIYHRGRGHGCSC-- 47

SpIvD - GEVSDNLLHCWLPEFRG--CLLD--CWN------———-—-—-—-—— 24

. % * * *

DISCUSION

Los péptidos SpIVD y SpIVC no se encontraban puros en las
muestras procesadas previamente. En este trabajo se trato de eliminar
los componentes minoritarios colectando solo la parte central de los
picos cromatograficos. La pureza del material colectado se verifico
mediante espectrometria de masas y secuenciacion de Edman

automatica.

La diferencia de 17.97 Da entre las masas promedio de SpIVC
(10,043.77 Da) y SplvD (10,025.80 Da) corresponde muy
cercanamente a la diferencia (18.0 Da) entre las masas promedio de
los residuos de Metionina (131.2 Da) y Leucina (113.2 Da) observadas
en la posicion 8 de las secuencias de SpIVC y SpIVD, respectivamente.

Esto sugiere que es probable que, dada la identidad de secuencia
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entre los dos péptidos (23 residuos idénticos de 24 residuos
determinados en comun) encontrada hasta el momento, la diferencia

entre ellos se encuentre en esta posicion.

La cantidad obtenida para llevar a cabo la secuenciacion, 1500
pmol de SpIVC y 1700 pmol de SpIVD, no fue suficiente para
caracterizar quimicamente los péptidos completos ya que con estas
cantidades tan pequenas algunas secuencias no fueron claras. La
presencia de residuos de aminoacidos basicos y acidos en los péptidos
SpIVD y SpIVC indico, respectivamente, que se podia usar tripsina y
proteasa V8 para fragmentarlos; la tripsina corta en el lado carboxilo
de aminoacidos basicos y la proteasa V8 tiene preferencia por
hidrolizar el lado carboxilo de los aminoacidos acidos; se decidio
utilizar una enzima diferente con cada péptido debido a su gran
parecido y poder asi complementar la informacion. Sin embargo, en la
secuenciacion de los fragmentos obtenidos de SpIVC no se pudo
obtener ninguna secuencia, lo cual pudo ser debido que los
fragmentos obtenidos estaban en muy poca cantidad dificultando
poder ver la secuencia; por lo tanto no se pudo complementar la

informacion obtenida a partir de SpIVD.

En el cromatograma de la alquilacion de SpIVD (figura 13) se
pudieron observan 4 fracciones diferentes que presentaban la
secuencia N-terminal conocida; esto puede ser debido a diferencias en
la eficiencia de la alquilacion, por lo que se decidi6 ocupar dos
fracciones para la secuenciacion y dos para analisis de masas. En la
secuenciacion, utilizando el principio de degradacion de Edman, se
analizaron 12 fragmentos diferentes obtenidos con tripsina, en 6 de
los cuales se observo la secuencia del extremo amino de SpIVD; esto
también puede ser debido a que si el nivel de alquilacion no es el
mismo en todas las moléculas, durante la digestion con tripsina se
obtienen fragmentos de la misma secuencia con diferentes tamanos e
hidrofobicidad (debido a las diferencias en alquilacion). Dos de los

fragmentos obtenidos corresponden a secuencias de la cadena de
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aminoacidos de la tripsina, ya que ésta también se autodigiere. Por lo
tanto, el tratamiento con tripsina produjo soélo tres fragmentos con
secuencias no conocidas: LGFETNSFDCTIFK con 14 a.a. (secuencia
obtenida parcialmente también por espectrometria de masas),
CYAVCTTEIAK con 11 a.a., y TCYYR con 5 a.a. Considerando los
residuos conocidos mediante la secuenciacion de las proteinas
intactas, los residuos que fue posible identificar dan un total de 58
(SpIVD) y 59 (SpIVC) a.a., lo que indica que se pudo caracterizar
aproximadamente el 64% de las proteinas SpIVC (10,043.77 Da) y
SpIVD (10,025.80 Da); para este calculo, se determino primero el
numero aproximado de residuos en estas moléculas, dividiendo sus
masas entre el promedio de la masa molecular de los residuos de
aminoacidos (110 Da), lo cual indica que estas proteinas tienen

aproximadamente 91 a.a.

El analisis por espectrometria de masas de los fragmentos
obtenidos con tripsina confirm6 las secuencias obtenidas mediante
degradacion de Edman automatica. La secuencia CYAVCTTEIAK
(péptido 4) dio masas moleculares de 1305.60 Da y 1410.68 Da; la
masa molecular teodrica con una cisteina alquilada es 1305.60 Da y
con dos cisteinas alquiladas 1410.66. En el caso del péptido N-
terminal, GEVSDNLLHCWLPEFR (péptido 8), se obtuvieron masas
moleculares de 2018.98 y 2034.96 Da, mientras que la masa teorica
es de 2018.95 Da; se obtiene una correspondencia con la segunda
masa experimental Unicamente si se considera una oxidacion (15.99)
que posiblemente surge en el triptéofano (2018.95+15.99)=2034.94),
que es uno de los aminoacidos mas suceptibles a la oxidacion, junto
con los que contienen azufre (Cys y Met). El grupo tiol de la Cys puede
oxidarse de manera reversible formandose un puente disulfuro, en
este caso la cisteina no puede ser el sitio de la oxidacion, debido a que
esta piridiletilada, y al no encontrarse metioninas en esta secuencia,
lo mas probable es que sea el triptofano (Buchanan y Balmer, 2005).
En el caso del péptido triptico 6 (también obtenido mediante digestion

de SpIVD carboxamidometilado y digerido con tripsina “in gel”), la

73



espectrometria de masas permitio identificar el residuo de la posicion
3 (F), que no habia sido detectado mediante la degradacion de Edman;
sin embargo, este ultimo método hizo posible diferenciar entre [ y L en
la posicion 13 (I), que no pudieron ser distinguidos mediante la
espectrometria de masas. Podemos decir que tanto la secuenciacion
utilizando el principio de degradacion de Edman y la espectrometria
de masas se complementan ya que la informacion que no nos puede

brindar la primera metodologia nos la brinda la segunda.

En el analisis de espectrometria de masas de SpIVD
piridiletilado se obtuvo un valor aproximado de 11208.00 Da, lo que
indica que esta proteina esta compuesta por una sola cadena; hasta
ahora con la ayuda de la secuenciacion se sabe que tiene al menos 7
cisteinas, pero este valor de masas indica que la molécula contiene
aproximadamente 11 cisteinas ya que el valor de masa promedio para
la molécula intacta es de 10,025.80 Da y la masa promedio de cada
grupo piridiletil es de 106.13 Da; es decir, 11 cisteinas piridiletiladas
representarian una masa adicional de 1166.42 Da (1167.43 Da - 1.01
Da del hidrogeno de la Cys que no forma puente de hidrégeno), que
sumados a los 10025.80 Da de la proteina intacta darian una masa de
11192.22Da; si a este valor se suma una oxidacion (15.99), entonces
el valor teorico (11208.21 Da) es muy cercano al valor obtenido en el
analisis. Este analisis, como se menciono, también nos da
informacion de que estas conotoxinas son una sola cadena de
aminoacidos y no un dimero como otras conotoxinas de pesos
similares, como es el caso de la Conodipina-M, aislada a partir del
veneno de C. magus, y que esta compuesta por dos cadenas de
polipéptidos unidas por uno o mas enlaces disulfuros (McIntosh et al.,
1995a); o como el caso de oaD-VxXIIA, aD-VxXIIB y aD-VxXIIC,
purificadas a partir de C. vexillum, que son pseudo homodimeros con

47-50 residuos en cada monomero (Loughnan et al., 2006).

Los extremos amino de SpIVD y SpIVC no tienen similitud

global significativa con ninguna proteina conocida; lo mismo se
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encontré6 cuando la busqueda se limité a proteinas de moluscos. A
pesar del parecido aparente consubunidades III de citocromo C
oxidasas y con fosfolipasas C de varias especies de moluscos, éstas
son moléculas considerablemente mas grandes (297-1112
aminoacidos) que los péptidos de interés (aproximadamente 90
aminoacidos). Cuando se redujo la busqueda a proteinas de Conus
spp. se obtuvo que tiene mas parecido con la conotoxina BeTXlla
aislada a partir de C. betulinus, sin embargo, esta proteina tiene
solamente 30 a.a. y su secuencia es
RCAHGTYYSNDSQQCLLNCCWWGGGDHCCR (Chen et al., 1999), lo
que representa aproximadamente un tercio del peso molecular de
SpIVD y SpIVC; ademas, el parecido con esta secuencia unicamente
es de cinco aminoacidos, por lo que hace insignificante esta relacion.
Para el segundo fragmento obtenido (LGFETNSFDCTIFK) los
resultados mostraron que tiene mayor parecido con el precursor Cl16.4
de C. californicus con 76 a.a. y un peso molecular de 8615 Da; el
parecido con SpIVD y SpIVC esta unicamente en 4 a.a. por lo que
tampoco lo hace representativo (Biggs et al., 2010). Para el fragmento
CYAVCTTEIAK el mayor parecido se encontr6 con la Conotoxina
Malr193, con 80 a.a. y un peso molecular de 8841 Da; sin embargo, el
parecido de este precursor con las toxinas de interés se encuentra
Unicamente en 4 a.a., en las posiciones 73-77, por lo que el parecido
tampoco es representativo (Luo et al.,, 2006). Finalmente para el
fragmento TCYYR se encontro la mayor similitud con el precursor de
la conotoxina M4 aislada de C. miliaris, de la superfamilia O1 con 69
a.a, y un peso molecular de 7938Da; tiene un parecido de 4 a.a.

solamente en las posiciones 50-53 (Duda y Remigio, 2008).

Como se pudo observar anteriormente, a pesar de que no se
caracterizaron completamente las proteinas de interés, no se encontr6
un parecido significativo con ninguna de las proteinas reportadas, ni
de moluscos en general, ni de Conus en particular, por lo que no es

posible predecir el posible efecto biologico que éstas presentan, y por
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lo tanto, seria interesante realizar un bioensayo con estas

conotoxinas.

Los péptidos SpIVD y SpIVC tampoco se asemejan
significativamente a ninguna de las toxinas de 8.8-13.6 kDa que han
sido caracterizadas a partir de venenos de especies de Conus,

incluyendo a las reportadas gracias a la investigacion con mRNA.

Con la realizacion de esta tesis pudimos darnos cuenta que una
de las limitaciones primordiales al trabajar con toxinas de origen
marino son los pocos rendimientos que se obtienen, ya que en cada
proceso de purificacion y caracterizacion quimica, como lo es la
alquilacion y la digestion, hay pérdida significativa de la molécula de
interés, en este caso proteinas. Por lo tanto, se recomienda trabajar
con una cantidad considerable de la toxina; por lo menos tres veces
mas de la cantidad que se cuantifico en esta ocasion (1500 y 1700

pmoles) solo para la caracterizacion quimica.

CONCLUSIONES

Aparentemente, las conotoxinas SpIVD y SpIVC difieren unicamente
en el aminoacido de la posicion 8.

Las conotoxinas SpIVD y SpIVC consisten en una sola cadena de
aminoacidos.

Estas proteinas tienen por lo menos 7 cisteinas y posiblemente 11;
hasta el momento no se han encontrado cisteinas adyacentes.

Se necesita una mayor cantidad de toxina para poder realizar la
caracterizacion completa de las proteinas.

Se requiere tanto la secuenciacion, usando el principio de degradacion
de Edman, como la espectrometria de masas para realizar una
caracterizacion completa, ya que estas metodologias se complementan.
Las conotoxinas SpIVD y SpIVC no tienen parecido con ninguna
proteina de moluscos, ni con conotoxinas reportadas hasta el
momento, por lo que no se puede predecir el efecto biologico que

pudieran tener.
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Las secuencias determinadas en este trabajo podrian servir para
disenar oligonucleotidos para clonar las secuencias codificantes y

deducir las secuencias completas de SpIVC y SpIVD.
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Especie Secuencia

C. geographus ECCNPACGRHYSCx

Nombre del péptido

a-Conotoxina GI

Efecto

Paralisis en vertebrados; se

une al receptor  de
acetilcolina
neuromuscular.

Referencia

(Gray et al., 1981; Gray et
al., 1984)

RDCCTPPKKCKDRQCKPQRCCAx*

u-Conotoxina GIIIA

Paralisis en vertebrados;
actia en el canal de Na*

del musculo esquelético.

(Cruz et al., 1985; Cruz et
al., 1989)

CKSPGSSCSPTSYNCCRSCNPYTKRCY*

C. textile WCKQSGEMCNLLDQNCCDGYCIVLVCT

C. quercinus CCRTCFGCTPCC*

w-Conotoxina GVIA

Péptido “King Kong”

Péptido “Scratcher”

Paralisis en vertebrados
inferiores; mostrando
sintomas al momento de
inyectar al raton
intracranealmente; actua
en canales presinapticos
de Ca2+,

Las langostas adoptan una
posicion dominante; tiene
un efecto de contraccion
en caracoles; no se
presentan sintomas en
ratones.

Los ratones comienzan a

rascarse.

(Olivera et al., 1984;Rivier et
al.,, 1987a)

(Endo & Tamiya, 1987)

(Hillyard et al., 1989)

NCPYCVVYCCPPAYCEASGCRPP:

Péptido

“Convulsant”

Causa convulsiones en

ratones.

(Hillyard et al., 1989)
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C. tulipa

C. geographus

C. geographus

C. geographus

CCSQDCLVCIPCCPN

Sin nombre

Los ratones comienzan a

rascarse.

(Abogadie et al., 1990)

DQSCPWCGFTCCLPNYCQGLTC(T,V,])

GEyyYQKMLyNLRyAEVKKNA

GEyyLQYNQYLIRYKSN:

ACSGRGSRCPPQCCMGLRCGRGNPQKCIGAHYDH

KFLSGGFKYIVCHRYCAKGIAKEFCNCPD:

Sin nombre

Conantokina-T

Conantokina-G

Conotoxin-GS

Sin nombre

Los ratones comienzan a
rascarse 'y Se ponen
inquietos.

Duerme a ratones jovenes
y causa hiperactividad en
ratones viejos; se une a
receptores de NMDA.
Duerme a ratones jovenes
y causa hiperactividad en
ratones viejos; se une a
receptores de NMDA.
Causa muerte con la

inyeccién intercraneal; se

une a canales de Na*.

Los ratones comienzan a
rascarse; su blanco es

desconocido.

(Abogadie
etal., 1990)

(Haack et al., 1990)

(Olivera et al.,
1985b;McIntosh et al., 1984;
Rivier et al., 1987b)

(Yanagawa et al.,, 1988)

(Oliveraetal., 1992)
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ANEXO

2: ABREVIATURAS Y MASAS
MOLECULARES DE AMINOACIDOS.

Masa promedio del residuo

Nombre Abreviaturas
(Daltons)
Alanina A, Ala 71.08
Arginina R, Arg 156.20
Asparagina N, Asn 114.11
Acido aspartico D, Asp 115.09
Cisteina C, Cys 103.14
Glutamina Q, GIn 128.14
Acido
glutamico E, Glu 129.12
Glicina G,Gly 57.06
Histidina H, His 137.15
Isoleucina I, Ile 113.17
Leucina L, Leu 113.17
Lisina K, Lys 128.18
Metionina M, Met 131.21
Fenilalanina F, Phe 147.18
Prolina P, Pro 97.12
Serina S, Ser 87.08
Treonina T, Thr 101.11
Triptofano W, Trp 186.21
Tirosina Y, Tyr 163.18
Valina V, Val 99.14
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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

mm Milimetros
kDa Kilodaltons
Na+ Sodio

m Metros
spp. Especies

a Alfa

B Beta

X Chi

) Delta

€ Epsilon

Y Gamma

L Iota

K Kappa

A Lamda

7 Mu

P Rho

o Sigma

® Omega

Y Psi
rACh-N Receptores

nicotinicos de Acetilcolina

GPCR G protein-

coupled receptors

TTX Tetrodotoxina
ACh Acetilcolina
NMDA Receptor para

Glutamato ionotrépico (N-

methyl-D-aspartate)

AMPA Receptor para
Glutamato ionotropico (o-
amino-3-hydroxy-5-methyl-

4-isoxazole propionic acid)

nm Nanometro
pm Micrémetro
A Amstrong
TFA Acido
trifluoroacético

MeCN Acetonitrilo
acuoso

ml Mililitro

min Minuto

uv Ultravioleta
LC-MS Liquid
chromatography-mass
spectrometry

ESI Electrospray
Ionization

pPpm Partes por
millon

m Masa
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z Carga

TRIS Tris

(hidroximetil) aminometano

SDS-PAGE Sodium
dodecyl sulfate
polyacrylamide gel

electrophoresis
DTT Ditiotreitol

CID Collision

induced dissociation

HCD High energy

collision dissociation

nl Microlitro

M Molar

mM Milimolar

°C Grados
Centigrados

VP Vinilpiridina
N2 Nitrégeno

h Horas

NH; HCO; Bicarbonato de

Amonio

KHPO4 Monofosfato de

Potasio

BLASTP Basic Local

Alignment Search Tool

uv Microvolt
seg Segundo
ng Microgramo

Da
pmol

nr

redundant
a.a

pPH

Hidrogeno

Dalton
Picomol

Non

Aminoacido

Potencial
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