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Resumen

Los caracoles marinos pertenecientes al género Conus son depredadores capaces de sintetizar
un tipo de veneno mediante el cual pueden llevar a cabo la paralisis de sus presas para
alimentarse de ellas. Este veneno es una mezcla de toxinas peptidicas denominadas
conotoxinas que actiian sobre receptores celulares especificos asociados con la activacion y/o
bloqueo de canales idnicos de células excitables. Debido a que existe una gran similitud entre
los receptores de las presas de Conus y aquellos encontrados en células humanas, un mejor
estudio de estas toxinas puede llevar al desarrollo de firmacos que permitan combatir
enfermedades relacionadas con el sistema nervioso central o bien, herramientas moleculares
de laboratorio que aporten facilidades para la investigacion basica. En este trabajo se llevé a
cabo el fraccionamiento y la caracterizacion de las toxinas mayoritarias mas hidrofobicas e
hidrofilicas presentes en el veneno de C. fergusoni por medio de las técnicas de RP-HPLC,
espectrometria de masas y degradacion de Edman, que permitieron la obtencion de siete
componentes distintos, seis de sus masas moleculares y la secuencia parcial de un
componente previamente no descrito.

Palabras clave: Conus, conotoxinas, canales ionicos, RP-HPLC.

Abstract

Marine cone snails from the genus Conus are predators that synthesize venoms able to
paralyze its prey in order to feed from them. This venom is a mixture of peptidic toxins called
conotoxins which have an effect over specific cellular receptors associated with the activation
and or blockade of ion channels from excitable cells. Due to the similarity between the
receptors in Conus snails’ prey and those found in human cells, a deeper understanding of
these toxins would allow the development of drugs to treat diseases that affect the central
nervous system or develop compounds that would help research. In this dissertation I purified
and characterized the majority of the most hydrophobic and hydrophilic toxins found in the
venom of C. fergusoni by means of RP-HPLC, mass spectrometry and Edman degradation,
which led to the obtainment of seven different components, six of their molecular masses and
the partial sequence of a component not previously described.

Keywords: conotoxins, ion channels, RP-HPLC.
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I. Introduccion
I.1. La importancia de los metabolitos bioactivos de organismos marinos

El océano es considerado la cuna de la vida, por lo que no es una sorpresa que
aproximadamente el 80% de las especies del planeta habiten en él (McCarthy & Pomponi,
2004). Esta gran diversidad de especies ha permitido desde tiempos muy remotos que el
océano sea una de las principales fuentes de recursos para una gran cantidad de seres
vivientes, incluyendo al humano, quién aprendio a utilizarlo para poder cubrir necesidades
basicas tales como la alimentacidn, sus intereses decorativos y la elaboracion de remedios
contra enfermedades. Este Gltimo punto ha sido posible de abordar debido a que los
organismos que habitan el medio marino presentan una gran diversidad de propiedades
bioldgicas, mismas que le han servido a la humanidad para poder llevar a cabo avances
importantes dentro del 4rea de la ciencia y que van desde el descubrimiento de las
propiedades medicinales y el entendimiento de las bases de la transmision nerviosa (los
calamares y sus axones nerviosos gigantes) hasta un mejor conocimiento molecular de la
reproduccion celular (con erizos de mar) (Jha et al., 2004). Sin embargo, en las ultimas
décadas, la farmacologia ha cobrado un gran interés en estos organismos marinos debido a
su gran diversidad fisioldgica y adaptativa, ademas de que muchos de ellos poseen
mecanismos de defensa basados en la sintesis de metabolitos bioactivos (Landa ez al., 2013).
Estos metabolitos bioactivos ofrecen un vasto potencial para el desarrollo de firmacos de uso
terapéutico y en afios recientes, un nimero significante de metabolitos novedosos con
propiedades farmacologicas potentes han sido descubiertos. Sin embargo, el conocimiento
total que se tiene respecto a los compuestos que pueden ser extraidos de los organismos
marinos aun es muy reducido considerando la dificultad que implica la exploracion del medio
acuatico, motivo por el cual se requiere de un estudio més detallado de los organismos que
habitan este ambiente.

I.2. Superfamilia Conoidea

La superfamilia Conoidea estd conformada por una variedad de gastrépodos marinos
depredadores clasificados en 340 géneros y subgéneros recientes validos con alrededor de
4,000 especies vivas y 10,000 extintas (Puillandre et al., 2008). Estos organismos presentan
una distribucidon amplia, abarcando principalmente las zonas tropicales y subtropicales en el
planeta en profundidades que van desde la zona intermareal hasta los 1,000 m de profundidad
(Paredes et al., 2010).

Esta superfamilia solia dividirse en tres familias: Terebridae, Turridae y Conidae de acuerdo
a las caracteristicas morfoldgicas de sus conchas. Sin embargo, una clasificacion mas
reciente, propuesta por Bouchet ef al. (2011), basada en estudios filogenéticos (Puillandre ez
al., 2011) y en las caracteristicas diagnosticas de cada familia, menciona que la familia
Turridae se divide en trece familias polifiléticas: Conorbidae, Borsoniidae, Clathurellidae,
Mitromorphidae, Mangeliidae, Raphitomidae, Cochlespiridae, Drilliidae,
Pseudomelatomidae, Clavatulidae, Horaiclavidae, Turridae y Strictispiridae, motivo por el
cual en la actualidad se consideran quince familias clasificadas dentro de Conoidea.



Los miembros de Conoidea presentan una radula modificada en varios grados, llegando a
la formacion de dientes con forma de arpdn (radula toxoglossa), que son almacenados en una
estructura conocida como saco radular, localizada cerca de una glandula salival a la mitad
del esofago que da origen a un aparato venenoso (Modica & Holford, 2010). Dicho aparato
es capaz de sintetizar componentes peptidicos utilizados como mecanismos de defensa y de
caceria (Puillandre & Holford, 2010) y esta conformado por un bulbo muscular, un conducto
venenoso y el saco radular (Fig. I). El bulbo muscular se encarga de la expulsion de
componentes bioactivos que son sintetizadas por las células epiteliales del ducto venenoso y
la glandula salival hacia la proboéscide, lo que permite que la rddula se cargue con veneno
(Olivera, 2002; Lopez-Vera et al., 2006; Puillandre & Holford, 2010).
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Fig. 1. Estructura anatomica general del aparato venenoso del género Conus (modificada de Olivera, 2002).

El mecanismo de envenenamiento se lleva a cabo mediante el posicionamiento de una
radula dentro de la proboscide (estructura que sirve como cordel de pesca) que es disparada
debido al incremento de la presion hidrostatica y que posteriormente perfora los tejidos de la
presa para inyectarle un coctel de neurotoxinas encargadas de afectar su sistema nervioso y
muscular, con lo cual la presa queda paralizada y puede ser engullida de manera facil por el
organismo (Kohn et al., 1999; Lopez-Vera et al., 2006).

1.3. Género Conus

Los caracoles marinos pertenecientes al género Conus son un grupo heterogéneo de
gastropodos carnivoros conocidos por su rapida diversificacion, sus venenos
extremadamente diversos y la elegancia de sus conchas (Puillandre, ef al., 2014). En la
actualidad se tiene registro de 969 especies validas (GBIF, 2017), con una distribucion
marcada en aguas someras y alrededor de arrecifes de coral en las regiones tropicales de los
mares en el mundo (Fig. 2), aunque pueden llegar a habitar regiones donde se alcanzan los
1,000 m de profundidad (Paredes, et al., 2010). En los mares de México existen alrededor de
50 especies de Conus que habitan distintos ambientes que pueden ir desde fondos arenosos
(C. purpurascens), rocosos (C. brunneus) y lodosos (C. armiger) con profundidades menores
a los 25m (C. princeps) hasta profundidades mayores a 400m (C. mazei) (Floeter & Soares-
Gomes, 1999; Trussel & Etter, 2001; Olivera, 2002). De acuerdo a los registros fosiles que
se tienen, se piensa que los primeros ejemplares del género Conus hicieron su aparicion hace
aproximadamente 60 millones de afios (Lopez-Vera et al., 2006), durante el Eoceno temprano
en la region que corresponde en la actualidad al continente de Europa (Kohn, 1990).
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Fig. 2. Distribucion y diversidad de especies del género Conus en el mundo. Es posible observar una marcada
distribucion del organismo en las regiones tropicales del mundo (tomado de BiodiversityMapping.org, 2016)

Todos los organismos pertenecientes a este género son depredadores; sin embargo,
presentan una gran desventaja relacionada con su movilidad y su velocidad de
desplazamiento, por lo que independientemente de su diversidad, todos estos caracoles
poseen aparatos sofisticados conformados por una probdscide que les permite albergar y
proyectar un diente radular; un conducto venenoso, encargado de llevar a cabo la sintesis de
una variedad de neurotoxinas; y un diente radular modificado que funciona como arpdn para
llevar a cabo la inyeccion del coctel venenoso encargado de paralizar a sus presas, para asi
poder alimentarse de ellas. De acuerdo a sus hébitos alimenticios, los conos pueden
diferenciarse en tres grupos distintos (Fig. 3): aquellos que alimentan de anélidos o gusanos
(vermivoros), los que se alimentan de peces (piscivoros) y finalmente, aquellos que se
alimentan de moluscos (molusquivoros). Cabe mencionar que de éstos, los vermivoros son
los més numerosos, mientras que los molusquivoros son los mas escasos y se han observado
muy pocos casos de especies que se alimentan de hemicordados y equiuros (Duda ef al.,
2001; Olivera 2002; Schulz et al., 2004; Lopez-Vera, et al., 2006; Halai & Craik 2009).

Fig. 3. Dietas principales de los caracoles del género Conus: 1) dieta vermivora; 2) dieta molusquivora y 3)
dieta piscivora. Foto 1 (tomada de wp.seashell-collector.com/articles/general-articles/conus-regius-conus-
cedonulli-feedings-habits/), foto 2  (tomada de molluscs.at), foto 3 (tomada  de
https://uk.pinterest.com/pin/156781630747719972/).

Originalmente los conos marinos fueron objetos de interés debido a la gran variedad
estética que exhiben sus conchas, dato que puede trazarse hasta aproximadamente 5,000 afios
atras gracias al hallazgo de un collar (Fig. 4) en una tumba mesopotamica en Uruk (Terlau
& Olivera, 2004). Sin embargo, afios después este interés estético fue desplazado debido a
que se descubrié que el veneno de C. geographus era mortifero para los humanos y que
ocasiono varias muertes, de las cuales la primera registrada ocurri6 en el afio 1705 (Terlau &
Olivera, 2004).



Fig. 4. A) Collar de aproximadamente 5,000 afios encontrado en una tumba en Uruk, uno de los primeros
asentamientos humanos en Mesopotamia; B) conchas de C. ebraeus (superior) y C. parvatus (inferior); C)
conchas de diversos especimenes de izquierda a derecha: C. marmoreus, C. cedonulli, C. imperialis, C.
purpurascens, C. magus, C. geographus y C. gloriamaris en la parte superior (tomado de Terlau & Olivera,
2004).

Cabe descatar que, como resultado de la alta capacidad que presentaba el veneno de Conus
para provocar muertes en humanos, en la decada de los sesentas, el interés estético que se
tenia por estos organismos fue reemplazado por un interés farmacologico (Endean & Izatt,
1965), lo que impulso la investigacion de estos venenos que culminé en la caracterizacion de
las primeras conotoxinas a finales de los setentas (Cruz, et al., 1978; Olivera, et al., 1985).
Desde entonces, el estudio de los venenos sintetizados por estos organismos ha incrementado
y ha tenido un impacto importante en la ciencia ya que, gracias a éstos, se ha sintetizado un
farmaco innovador utilizado para tratar el dolor neuropatico (Prialt), mientras que otras
conotoxinas que podrian estar relacionadas con enfermedades neurodegenerativas, como el
Alzheimer, estan siendo estudiadas (4Anexo 1), ademas de que han servido como herramientas
utiles para la investigacion debido a la diversidad de sus blancos farmacoldgicos (Conticello,
et al., 2001; Espiritu et al., 2001; Quik, 2004).



L.4. Conus fergusoni

C. fergusoni (Fig. 5) fue descrito por George Sowerby en 1873; los miembros de esta
especie son caracoles grandes con tamafios que van de 60 mm a 150 mm, presentan doce o
trece giros con la espira ligeramente elevada, un contorno céncavo en especimenes pequefios,
casi recto en especimenes grandes y un hombro angulado de manera aguda en especimenes
pequefios, pero menos angulado en los largos. Su estado de conservacidon actual es de
preocupacion menor y se distribuye en zonas con profundidades menores a los 200 m a lo
largo de las costas de Baja California, México, hasta las costas del norte de Pert1 y las Islas
Galapagos de Ecuador (Fig. 6), con una mayor abundancia entre Baja California y Sonora
(McLean & Nybakken, 1979; Tenorio, 2013). La alimentacion de estos organismos consiste
principalmente de poliquetos, por lo que son considerados caracoles vermivoros (McLean &
Nybakken, 1979; Sowerby, 1873) y en la actualidad no existen estudios relacionados con los
conopéptidos de esta especie (NCBI, 2017).

Clasificacion de C. fergusoni

Reino Animalia

Subreino Bilateria

Infrareino Protostomia

Superphylum Lophozoa

Phylum Mollusca

Clase Gastropoda Cuvier, 1795
Subclase Caenogastropoda Milne-Edwards, 1848
Orden Neogastropoda Wenz, 1938
Superfamilia Conoidea Fleming, 1822
Familia Conidae Fleming, 1822

Género Conus Linnaeus, 1758

Especie Conus fergusoni Sowerby, 1873



Fig. 5. Fotografias que muestran distintos angulos de la concha de C. fergusoni, procedente de uno de los

organismos utilizados en este trabajo.
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11. Antecedentes
11.1. Veneno de Conus

I1.1.1. Componentes del veneno

El veneno sintetizado por los caracoles del género Conus esta compuesto por un repertorio
de 50 a 200 componentes peptidicos (denominados conotoxinas o conopéptidos)
farmacoldgicamente activos que a su vez pueden estar conformados por 6 a 40 residuos de
aminoacidos (Lopez-Vera, 2010). Por lo general las toxinas presentes en el veneno de Conus
contienen residuos de cisteina (Cys) en su estructura primaria. Debido a la gran variedad de
péptidos expresados en los organismos pertenecientes a Conus, se estima que existen mas de
50,000 conotoxinas (cada una codificada por un gen determinado) en su mayoria producto
de la diversificacion de algunas superfamilias de genes (aproximadamente entre 20 y 30)
(Olivera, 1997).

II.1.2. Sintesis del veneno

Las toxinas inicialmente se expresan como precursores de pre-pro-péptidos que
posteriormente sufren un proceso de traduccion para poder llegar a su forma madura. Cada
uno de estos precursores son resultado de un locus que codifica para una toxina de 60 a 120
aminoacidos compuesta por tres regiones (Fig. 7): la region pre-, conformada por una
secuencia sefial de aproximadamente veinte aminoacidos con una tasa de mutacion baja, de
acuerdo a la cual las toxinas pueden ser clasificadas en superfamilias; la region pro-, que se
encuentra en el extremo N-terminal (en ocasiones también en el extremo C-terminal)
conformada por 20 a 40 aminoacidos con una tasa de mutacion media y finalmente, la region
del péptido maduro, conformada por 10 a 30 aminoacidos con una tasa de mutacion alta, la
cual se plantea que posiblemente puede ser una adaptacidon relacionada con la presion
selectiva que favorece a la substitucion de aminoacidos del péptido maduro y a la diversidad
funcional de las conotoxinas (Craig, et al., 1999; Olivera & Cruz, 2001; Sollod, et al., 2005;
Kaas, ef al., 2010; Aguilar, et al., 2013; Wu et al., 2013). Sin embargo, para que el péptido
alcance su estado funcional, es necesario que las regiones N- y C-terminales sean removidas
del péptido por medio de una escisidon proteolitica dirigida por la regidon pro- del péptido en
el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi ademas de la modificacion postraduccional de
aminoacidos si es que la presenta (Terlau & Olivera, 2004; Sollod, ef al., 2005; Kaas, et al.
2010), como se muestra en la (Fig. 8)

MGMRMMFTVFLLVVLATTVVSIPSDRASDGRNAAVNERQTWLVPSTITTCCGYDPGTMCPTCMCDNTCKPKPKKSGRRND

Regidn pre- Regién pro- Péptido maduro Regidn pro-

Fig. 7. Representacion de la estructura general del precursor de la conotoxina SmIVA de C. stercusmuscarum
(Santos et al., 2004). Formada por la secuencia sefial o region pre- (negro), las regiones pro- (azul) y el péptido
maduro (naranja).
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Fig. 8. Esquematizacion del proceso de maduracion de un conopéptido: 1) los genes de los conopéptidos son
transcritos a una secuencia de ARNm; 2) las secuencias de ARNm se traducen a precursores proteicos; 3) los
precursores atraviesan una serie de pasos de maduracion que incluyen la escision sucesiva de la secuencia sefial,
la escision de las regiones pro- del precursor y la modificacion postraduccional de sus aminoacidos, dentro de
las cuales destaca la formacion de puentes disulfuro; 4) los péptidos se pliegan para adquirir una estructura
tridimensional que les confiere su actividad bioldgica, lo que les permite actuar sobre sus receptores blanco en
la presa (Modificada de Kaas, 2010).



I1.1.3. Modificaciones postraduccionales

Las conotoxinas encontradas en las especies del género Conus tienen una alta similitud
entre si, especialmente en el arreglo que presentan los residuos de Cys del péptido maduro y
en las secuencias conservadas de la region pre, como se menciond con anterioridad. Sin
embargo, la alta diversidad que existe entre las regiones no conservadas se debe en parte a la
tasa de mutacién de la region y a la gran cantidad de modificaciones pos-traduccionales
mediadas por maquinarias enzimaticas altamente especializadas llevadas a cabo en el reticulo
endoplasmico una vez que el péptido precursor es liberado del ribosoma (Buczek et al.,
2005). Una de las modificaciones pos-traduccionales mas frecuentes es la formacion de
enlaces disulfuro, pero existen otro tipo de modificaciones (Anexo 2 y Fig. 9), entre las que
destacan la conversion del glutamato a y-carboxiglutamato, la hidroxilacion de la prolina a
4-hidroxiprolina y la amidacion de la region C-terminal (Kaas et al., 2010). No todas las
funciones de estas modificaciones se conocen, sin embargo se piensa que los enlaces
disulfuro le permiten al péptido tener una estructura tridimensional estable y pueden estar
involucrados en la afinidad y especificidad que tiene el péptido por sus blancos moleculares
(Hopkins et al., 1995).
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Fig. 9. Ejemplos de modificaciones postraduccionales de aminoacidos en péptidos sintetizados por Conus
(modificada de Buczek, et al., 2005).



I1.1.4. Conotoxinas y conopéptidos

Una de las caracteristicas de las toxinas del veneno de Conus es que existen algunas que
contienen una gran cantidad de residuos de Cys, mientras que otras carecen de ellos, hecho
que hace posible dividir a las toxinas del veneno de Conus en dos grupos: aquellas toxinas
ricas en enlaces disulfuro, denominadas conotoxinas y aquellas que poseen uno o ningin
puente disulfuro, denominadas conopéptidos (Fig. 10). Las conotoxinas por lo general
forman enlaces disulfuro entre sus residuos, lo que les confiere una termo estabilidad incluso
a temperaturas de hasta 100°C y pueden presentar 25 patrones de arreglos de Cys distintos,
lo que permite su clasificacion de acuerdo al arreglo de Cys que presenten (Anexo 3),
mientras que los conopéptidos se pueden agrupar en ocho subdivisiones: las contulaquinas,
las conantoquinas, las conorfamidas, las conolisinas, los con6fanos, las conomarfinas, los
contrifanos y las conopresinas (Balaji ez al., 2000; Conticello et al., 2001; Halai & Craik,
2009; Olivera, 2002; Robinson et al., 2014).
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Fig. 10. Clasificacion de toxinas de acuerdo a la presencia de enlaces disulfuro, su superfamilia génica, el
arreglo de Cys, la familia farmacoldgica y el blanco especifico (Modificado de Halai & Craik, 2009).
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I1.1.5. Clasificacion y nomenclatura de conotoxinas

En la actualidad las conotoxinas son clasificadas de tres maneras (Anexo 4 'y Fig. 10): la
primera se basa en la categorizacién y la similitud entre las secuencias sefial de sus
precursores que conforman a 27 superfamilias génicas distintas; la segunda se basa en los
distintos patrones de Cys presentes en las regiones del péptido maduro (Anexo 3) y la tercera
se basa en los blancos farmacoldgicos especificos de los péptidos (familias farmacoldgicas)
(Kaas, et al., 2010).

I1.1.6. Farmacologia y fisiologia

Las conotoxinas exhiben una variedad de mecanismos de accidén y tienen una alta
especificidad por sus blancos moleculares, que incluyen a los canales idnicos activados por
ligando, como los receptores nicotinicos de acetilcolina (RnACh) (Lopez-Vera, 2010);
canales i6nicos dependientes de voltaje, como los canales de Ca™ (Olivera ef al., 1994) e
incluso algunos receptores acoplados a proteinas G (Adams ef al. 2012). Esto resulta
importante debido a que la accion conjunta de dichas conotoxinas sobre sus blancos

especificos puede contribuir a la inmovilizacion de la presa del organismo (Terlau & Olivera,
2004).

Por si fuera poco, las toxinas del veneno de los conidos tienen un efecto sinérgico debido
a que son capaces de formar grupos que actiian de manera coordinada y secuencial, conocidos
en inglés como “toxin cabals”, para producir la inmovilizacion de la presa. En un organismo
determinado puede existir mas de una de estas agrupaciones dependiendo de las estrategias
de captura de la presa y por lo general siguen un orden determinado (Terlau & Olivera, 2004).
La primera fase, consecuencia de la actividad de una primera agrupacion conocida en inglés
como “lighting strike cabal”, consiste en la inmovilizacidon inmediata de la presa inyectada
mediante la inhibicion de canales de Na” y K* dependientes de voltaje, lo que resulta en una
despolarizaciéon masiva de las células excitables en la cercania del sitio de inyeccion que
genera un efecto similar a la electrocucidén que le permite al caracol aturdir a su presa. La
segunda fase se lleva a cabo de manera més lenta e involucra la inhibicioén absoluta de la
transmision neuromuscular a través de los conopéptidos que conforman a la segunda
agrupacion, conocida en inglés como “motor cabal”, que actian en sitios lejanos al sitio de
inyeccion, como uniones neuromusculares en donde inhiben RnACh y canales de Ca™
presinapticos involucrados en la liberacion de neurotransmisores, lo que puede provocar la
inmovilizacion muscular. Cabe destacar que los efectos del choque excitotoxico siempre
preceden a los de la inmovilizacidn muscular para evitar la superposicion de sus efectos, ya
que los efectos de una agrupacién podrian interferir con los efectos de la otra (Olivera, 2002).

Considerando la gran cantidad y la variedad de blancos moleculares de los componentes en
el veneno de Conus, éstos no pueden ser estudiados en conjunto si se desea conocer el blanco
especifico de cada uno, motivo por el cual es necesario dividir al veneno en fracciones mas
pequeiias de donde puedan ser extraidos los componentes principales, para asi poder dilucidar
sus propiedades individuales, lo que a su vez requiere de la asistencia de experimentos
bioldgicos, técnicas quimicas analiticas y técnicas electrofisioldgicas, entre otras, que puedan
permitir la caracterizacion de los componentes.
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I1.2. Técnicas de separacion y analisis de laboratorio

I1.2.1. Cromatografia liquida de alta resolucion de fase inversa (RP-HPLC)

La técnica de RP-HPLC involucra la separacion de moléculas de acuerdo a su
hidrofobicidad. La separacion depende de que se lleve a cabo la adsorcion hidrofébica de las
moléculas del soluto de la fase movil a los ligandos inmoviles adheridos a la fase estacionaria
(adsorbente) como se muestra en la Fig. 11.

El polipéptido entra en
la columna a través de
la fase mowvil.

El polipéptido se
adsorbe ala supertficie
de fase inversa.

El polipéptido se desorbe dela
supetficie de fase inversa
cuando la concentracion del
modificar organico alcanza el
valor criico.

Fig. 11. Se muestran los sucesos que ocurren durante la elucion de un componente en RP-HPLC. En primera
instancia, el polipéptido entra a la columna a través de la fase movil. Después, el “pie” hidrofobico del
polipéptido se adsorbe a la superficie hidrofobica del material de fase inversa, en donde permanece hasta el
momento en que la concentracion del modificador orgénico alcance una concentracion mayor que permita la
desorcion del polipéptido (modificada de Carr & Nguyen, 2013).

El sistema experimental de la RP-HPLC para el analisis de péptidos y proteinas por lo
general consiste en un adsorbente de n-alquilsilica en el cual los solutos son eluidos con
gradientes que incrementan las concentraciones de solventes organicos como el acetonitrilo
(ACN), en conjunto con un modificador iénico como el 4cido trifluoroacético (TFA) (Aguilar
et al., 1996; Mant ef al., 1996). De esta manera, mezclas complejas de péptidos y proteinas
pueden ser separadas de manera rutinaria y pueden ser recolectadas para caracterizaciones
posteriores. Las separaciones pueden ser manipuladas de manera facil a través de la
modificacion de la curva del gradiente, la temperatura de operacion, el modificador idnico o
la composicidn del solvente organico.

En un principio, el soluto en la fase mévil se aplica al agente adsorbente (fase estacionaria)
en presencia de amortiguadores liquidos y es eluido cuando a ésta tltima se le aplica un
solvente organico; la elucidon puede proceder ya sea en condiciones isocraticas, en donde la
concentracion del solvente orgadnico es constante, o por gradiente, en donde la cantidad del
solvente orgdnico es incrementada a lo largo de cierto periodo de tiempo. De este modo, los
solutos son eluidos de acuerdo a su hidrofobicidad molecular.
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Es asi que la RP-HPLC representa una poderosa herramienta que puede ser utilizada
cuando se desea llevar a cabo el analisis de péptidos y proteinas por una cantidad de factores
diversos como son: la excelente resolucion que puede ser adquirida bajo un amplio rango de
condiciones cromatograficas para moléculas muy similares asi como para moléculas muy
distintas; la facilidad experimental con la que la selectividad cromatografica puede ser
manipulada a través de cambios en las caracteristicas de la fase estacionaria; la tasa de
recuperacion y productividad altas que involucra, y la excelente reproducibilidad de
separaciones repetitivas llevadas a cabo a lo largo del tiempo, que se debe en parte a la
estabilidad de los materiales adsorbentes que son expuestos a un amplio rango de condiciones
en la fase mdvil (Aguilar ef al., 1996; Mant et al., 1996). Sin embargo, el RP-HPLC puede
provocar desnaturalizaciones irreversibles de muestras proteicas, lo que reduce el potencial
de recuperacidn de material bioldgico en su forma activa y el uso extensivo de la RP-HPLC
para la purificacion de pequefios polipéptidos con pesos moleculares de hasta 10 kDa y
compuestos de interés farmacéutico no han logrado ser replicados en el mismo grado que
polipéptidos mas grandes, con masas moleculares mayores de los 10 KDa y proteinas
globulares.

11.2.2. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas es una técnica necesaria utilizada antes de llevar a cabo el
procesamiento de muestras de proteinas para su aislamiento, separacion y/o analisis mediante
técnicas cromatograficas, electroforéticas e inmunoquimicas. Dependiendo de la exactitud
requerida y la cantidad y pureza de la proteina disponible, diferentes métodos son apropiados
para determinar la concentracidon de proteina (Twyman, 2014); el método mas sencillo para
cuantificar proteinas en solucidn se realiza a través de la medicion de su absorbancia a un
coeficiente de extincion de 280 nm (rango UV). Otros métodos utilizados en el analisis de
aminoacidos por HPLC son: el marcaje de las aminas primarias (es decir, el extremo N-
terminal y la cadena lateral de residuos de lisina) con un colorante o fluorescente tal como la
ninhidrina o el o-ftaldialdehido (OPA), o la adicion de proteina a un reactivo que produce un
cambio de color en proporcion a la cantidad de proteina afiadida, cuya concentracion se
determina con referencia en una curva estandar basada en concentraciones conocidas de una
proteina de referencia purificada (Twyman, 2014). Cabe destacar que cada método presenta
ventajas y desventajas respecto a los demas dependiendo el tipo de analisis que se desee
llevar a cabo, por lo que es importante tener presente los motivos de su uso.

11.2.3. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica microanalitica utilizada para identificar
compuestos desconocidos y para dilucidar la estructura y las propiedades quimicas de
moléculas. La deteccion de compuestos puede ser llevada a cabo con cantidades muy
pequeiias de muestra (algunos pmoles) para obtener informacidn caracteristica como el peso
y algunas veces la estructura del analito. En todos los casos, alguna forma de energia es
transferida a las moléculas a analizar para lograr su ionizacidn, lo que permite que sean
separadas por campos eléctricos y/o magnéticos para después ser analizadas. De este modo,
un espectro de masas brinda informacidon bidimensional que representa un pardmetro
relacionado con la abundancia de diferentes tipos de iones en funcién de la relaciéon
masa/carga (m/z) de cada uno de ellos (Watson, 1997).
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El método utilizado en este trabajo es conocido como espectrometria de masas de
ionizacion por electronebulizacion (Electrospray lonization Mass Spectrometry, por sus
siglas en inglés ESI-MS), que involucra una técnica de ionizacion “suave”, ampliamente
utilizada para llevar a cabo la identificacion de las masas moleculares de compuestos
bioldgicos en cantidades pequefias, que disminuye el nimero de fragmentaciones que ocurren
en la molécula, en ocasiones evitandola por completo, lo que permite evitar la
desnaturalizacién de la muestra para conservar su actividad biologica.

El proceso general de la ESI (Fig. 12) consiste en la disolucion de la muestra en un
solvente polar y volatil que posteriormente es bombeado a través de un capilar estrecho de
acero inoxidable (75 — 150 um) con un flujo entre 1 pL/min y 1 mL/min. A continuacion, a
la punta del capilar se le aplican de 3 — 4 kV de voltaje que permiten la formacién de una
gota de muestra eléctricamente cargada. A medida que la intensidad del campo eléctrico se
incrementa, la gota que emerge del capilar adquiere la forma de un cono, conocida como
cono de Taylor, debido a que las fuerzas del campo eléctrico superan a las de la tension
superficial de la gota (Taylor, 1964). Conforme incrementa la fuerza de repulsion entre las
cargas eléctricas del cono, la muestra se dispersa en un aerosol de gotas cargadas con la ayuda
de un gas nebulizante que fluye alrededor del exterior del capilar (por lo general nitrégeno),
que a la vez ayuda a que el aerosol que emerge del capilar sea dirigido hacia el espectrémetro
de masas. Posteriormente, las gotas cargadas disminuyen de tamaifio gracias a la evaporacion
del solvente, favorecida por un flujo calido de nitrégeno (gas desecante) que pasa en el frente
de la fuente de ionizacidn, lo que incrementa la carga del campo eléctrico en la superficie de
la gota, provocando que las fuerzas repulsivas de las cargas excedan la tension superficial
del liquido, punto conocido como /imite de Rayleygh (Fotiadis et al., 2003). El suceso
anterior culmina en el estallido de la gota para formar gotas mas pequefias, en un suceso
conocido como fision de Coulomb, que se repite hasta que las gotas son de tamafios tan
pequefios, que los analitos ionizados finalmente son liberados hacia la fase gaseosa.
Posteriormente, los analitos de la muestra ionizados son repelidos por las cargas positivas de
la camara de la ionizacion y son acelerados a través de un cono de muestreo para llegar a una
camara de vacio que conduce al analizador del espectrometro (Yamashita & Fenn, 1984;
Ashcroft, 1997; Banerjee & Mazumdar, 2011).

Capilar metalico

Molécula Evaporﬁci(')n Fision de Formacion de iones
~+3-4 kV

@ del analito del solvente Coulomb @ en fase gaseosa
-
4 1 - l J( +(®)4 l I
: 7 T~ iy =5
' ! 4 4 + i
[ ® @ ]
Cono de Taylor de Gota con T

0 de Ta o Gotas cargadas
@ liquido ionizado (+) carga eléctrica Gota cargada en el mds pequefias

limite de Rayleygh
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Fig. 12. Representacion esquematica del proceso de ionizacion por electrospray: 1) la muestra con el analito es
bombeada a través de un capilar metalico a cuya punta se le aplica voltaje; 2) la muestra que emerge de la punta
del capilar, auxiliada por un gas nebulizante, es pulverizada para formar un aerosol con gotas eléctricamente
cargadas que contienen al analito de interés; 3) la exposicion a un gas desecante disminuye el tamafio de las
gotas; 4) cuando las fuerzas repulsivas de las cargas alcanzan el limite de Rayleygh, ocurre la fision de
Coulomb; 5) la fisién de Coulomb se repite hasta que las gotas son tan pequefias que los analitos ionizados son
liberados hacia la fase gaseosa y pasan por un orificio que los dirige hacia el analizador de masas (modificada
de Banerjee & Mazumdar, 2011).
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Existen diversos tipos de analizadores de masa (tiempo de vuelo, cuadrupolo y trampas
10nicas, entre otros), cada uno con caracteristicas especificas que pueden ser utilizadas para
llevar a cabo la separacion de todos los analitos presentes en una muestra en un analisis
global, o para desviar iones especificos hacia el detector. De manera general, el
funcionamiento de los analizadores consiste en la exposicion de los analitos ionizados a un
campo eléctrico y/o magnético que los desvia de sus trayectorias originales (Fig. 13); el grado
de desviacion depende de la masa del ion, por lo que los iones mas ligeros son desviados mas
que aquellos con masas mayores. Esto a su vez indica que los iones que tengan dos o mas
cargas positivas seran desviados en un mayor grado debido a que poseen una cantidad menor
de electrones (Watson, 1997).

Electromagneto

Fhuyjo —# ---
ionico mixto |

Fig. 13. Diagrama de la desviacion de flujos idnicos expuestos a un campo electromagnético. El flujo iénico A
se desvia mas debido a que contiene iones con la relacion m/z mas pequefia; el flujo idonico B presenta una
desviacion intermedia y el flujo i6nico C sufre la menor desviacion por estar conformada de iones con una
relacion m/z mas grande.

Sin embargo, los analizadores mas utilizados son los de tipo orbitrap (Fig. 14), debido a
que son capaces de funcionar como analizadores y detectores muy sensibles al mismo tiempo,
lo que permite la obtencion de espectros de resoluciones muy altas. El funcionamiento
general de estos analizadores consiste en la captura de los iones entre dos electrodos: uno
interno, alrededor del cual oscilan los iones, y uno externo, que permite obtener la relacién
m/z de los iones a partir de las frecuencias oscilatorias y las trayectorias que exhiben para
posteriormente ser amplificadas y convertidas en sefiales digitales (Hu ez al., 2005).

Fig. 14. Estructura general de un analizador de masas de tipo orbitrap. Se muestra A) la trayectoria del analito;
B) el electrodo interno y C) el electrodo externo (modificada de chromacademy.com).
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11.2.4. Secuenciacion

El analisis de la secuencia de aminodcidos por degradacion de Edman ha sido una de las
técnicas mas utilizadas para la determinacidon de novo de péptidos y proteinas debido a su
alta sensibilidad. La secuenciacion automatizada utiliza el reactivo de Edman
(fenilisotiocianato o PITC), que reacciona con el extremo N-terminal de un polipéptido en
condiciones ligeramente alcalinas para formar un aducto feniltiocarbamilo (PTC).
Posteriormente, este producto se trata con TFA, que corta el residuo N-terminal y genera un
derivado de tiazolinona sin hidrolizar otros enlaces peptidicos. La tiazolinona-aminoécido se
extrae de manera selectiva mediante el uso de un solvente orgénico que permite su conversion
al derivado feniltiohidantoina (PTH), el cual es posible identificar mediante HPLC (Voet et
al., 2009). Una vez que el proceso ha sido realizado, este se repite de nuevo, lo que permite
llevar a cabo la determinacion de una secuencia de 30 a 40 residuos de aminoacidos en una
operacion continua. Sin embargo, este método presenta ciertas limitaciones en términos de
la longitud de la cadena que puede secuenciar y respecto a los aminoacidos con los que puede
formar derivados sin dificultad. Por consiguiente, es necesario fragmentar una proteina de
gran tamafio en fragmentos mas pequefios para poder llevar a cabo la rutina; esto se lleva a
cabo mediante el uso de reactivos quimicos como el bromuro de ciandgeno, capaz de romper
la cadena de aminoacidos en la metionina, o a través del uso de enzimas como la tripsina,
proteasa intestinal capaz de romper enlaces peptidicos de una cadena de aminoacidos en el
extremo C-terminal de aminodacidos basicos (lisinas y argininas) (Bailey et al., 1999).

11.2.5. Alineamiento de secuencias

Existen dos aproximaciones computacionales principales para lograr este propdsito: una
aproximacion bioinformatica y una aproximacion basada en la simulacién atémica de las
dindmicas moleculares. La bioinformatica se basa en el andlisis estadistico de las secuencias
proteicas y sus estructuras para entender su funcidn, para predecir las estructuras que pueden
adquirir a partir de secuencias y para facilitar la anotacion de genomas, mientras que el
modelaje molecular y las simulaciones de dindmicas moleculares se basan en los principios
de la fisica y la fisicoquimica para estudiar el funcionamiento y el plegamiento de proteinas
(Berman et al., 2000). De este modo, los métodos bioinformaticos son considerados dentro
de las herramientas mas poderosas en las ciencias bioldgicas hoy en dia ya que, son utilizadas
en investigaciones fundamentales relacionadas con teorias evolutivas y disefio proteico.

Dentro de las aproximaciones bioinformaticas, el alineamiento de secuencias es un paso
crucial en cualquier analisis donde se busca dilucidar relaciones evolutivas y/o en donde se
busca extraer la informacion estructural respecto a una secuencia de aminoacidos ya que
permite la localizacion de secuencias similares que en algunos casos podrian ser homoélogas
(Berman et al., 2000; Lambert et al., 2003). Este proceso consiste en el acomodo de dos
secuencias de aminoacidos o nucledtidos diferentes de acuerdo a las coincidencias que
presentan para determinar su grado de similitud y, hoy en dia, gracias a los avances de la
bioinformatica, los programas para llevar a cabo los alineamientos generan estimados
estadisticos muy certeros, que en ocasiones permiten conocer el grado de similitud de dos o
mads proteinas, el grado de homologia que presentan y la posibilidad de que compartan un
ancestro en comun (Pearson, 2013).
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I11. Justificacion

El descubrimiento de las propiedades bioactivas de las toxinas de Conus ha permitido el
desarrollo de herramientas para la investigacion en el estudio de la funcion de canales idnicos,
el conocimiento sobre diversos tipos de interaccidn que existen con los receptores y ha
proporcionado fuentes prometedoras para la elaboracion de fairmacos que pueden ser de
utilidad en el tratamiento de distintos tipos de enfermedades asociadas con el sistema
nervioso central como la epilepsia y el alzheimer, entre otras. En la actualidad en México se
conocen 50 especies pertenecientes al género Conus, de las cuales no existen muchos
estudios relacionados con sus toxinas. De este modo resulta de asaz importancia explorar este
campo de conocimiento, ya que en la actualidad se conocen alrededor de 2000 conotoxinas
a nivel mundial y considerando que se conocen alrededor de 900 especies con un promedio
de 100 toxinas por espécimen, este numero podria llegar a elevarse hasta 90,000 toxinas, por
lo que se tiene conocimiento menor al 1%. De este modo, se aprecia que aiin queda mucho
campo de estudio y que se requiere de una labor mds extensa que podria llevar al
descubrimiento de farmacos novedosos, a un entendimiento mayor respecto a la evolucion
de estos organismos y a la generacidon de herramientas que impulsen a la investigacion. Por
lo tanto, el estudio y la caracterizacion quimica de los componentes del veneno de Conus es
una tarea que no debe detenerse.

IV.  Hipétesis

Las estructuras primarias de los péptidos mayoritarios mas hidrofobicos e hidrofilicos
seran similares a las de conotoxinas conocidas involucradas en el choque excitotoxico y/o la
inhibicién de la transmisién neuromuscular.

V. Objetivos

V.1. Objetivo general

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

V.2. Objetivos particulares

e Purificar los péptidos mas hidrofilicos e hidrofébicos del extracto crudo del veneno
de C. fergusoni.

e Determinar la masa molecular de los péptidos purificados.

e Determinar la estructura primaria de los péptidos.

e Comparar a los componentes caracterizados con péptidos registrados en bases de
datos.
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VI.  Material y equipo de laboratorio

VI.1. Material Bioldgico

Dos caracoles de la especie Conus fergusoni fueron obtenidos de la Facultad de Ciencias
del Mar de la Universidad Autéonoma de Sinaloa como donacion por parte de la Dra. Ménica
Anabel Arellano en el mes de marzo del 2015. Posteriormente, los caracoles fueron
congelados a -70°C en un ultra congelador hasta su traslado al laboratorio de Toxinologia
Marina en el Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la UNAM, en donde se
congelaron a -70°C hasta ser utilizados.

VI1.2. Equipo de laboratorio

VI1.2.1. Cromatografo de liquidos de alta resolucion

Cromatografo Agilent Technologies 1260 Infinity con un espectrofotdmetro de flujo UV
ajustado a una longitud de onda de 220 nm y una columna analitica Vydac 218TP de 5u de
tamafio de particula, 300 A de tamafio de poro y un tamafio de 4.6 x 250 mm.

V1.2.2.Espectrofotometro

Espectrofotometro NanoDrop 2000/2000c utilizado para llevar a cabo la cuantificacion
de proteina a una absorbancia de 280 nm.

V1.2.3. Liofilizadora

Centrifuga evaporadora Thermo Savant SPDI1010 utilizada para llevar las muestras
obtenidas a sequedad por sublimacion.

V1.3. Reactivos

V1.3.1. Acetonitrilo

El acetonitrilo (ACN) es utilizado para disminuir la polaridad de la fase movil, presenta
una viscosidad baja y no absorbe luz UV a diferencia de otros disolventes como el
isopropanol (Carr & Nguyen, 2013), motivo por el cual fue elegido como solvente de elucion.

V1.3.2. Acido Trifluoroacético

El 4cido trifluoroacético (TFA) es el agente mas utilizado para la supresion de cargas en
péptidos debido a que el control del pH es el pardmetro mas importante en este tipo de
cromatografia, ya que la retencion aumenta conforme el pH maximiza la concentracion de la
forma i6nica de los solutos. Un pH bajo asegura que las bases fuertes estén en su forma idénica
protonada y que los acidos débiles presentes estén en su forma no idnica. La fase mdvil es
preparada generalmente con TFA para mantener el pH cercano a tres.
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El mayor beneficio de los pH bajos usados en la cromatografia de supresion idnica es la
eliminacion del efecto de modo mixto que genera un incremento en el tiempo de retencion y
un ensanchamiento de la sefial del componente en el perfil cromatografico. Sin embargo, el
método de supresion ionica esta limitado a un intervalo de pH de 3.0 a 7.5 debido a la
inestabilidad de las fases estacionarias fuera de este intervalo de pH. Cabe mencionar que el
TFA es volatil y es posible removerlo de las fracciones obtenidas con facilidad y presenta
una baja adsorcién de rayos UV en longitudes de onda bajas (Carr & Nguyen, 2013).

VII. Meétodos
VII.1. Aislamiento del conducto venenoso

Se utilizaron dos caracoles pertenecientes al género Conus fergusoni de nueve cm de largo
para realizar este estudio, cuyos conductos venenosos fueron removidos a través de la ruptura
mecanica de las conchas para realizar su diseccion.

VII.2. Extraccion del veneno crudo

Se colocaron dos conductos venenosos en 10 mL de solucidon de extraccion de proteinas
(40% v/v ACN y 2% v/v acido TFA) y se maceraron con un homogeneizador de tejidos
Biospec (Tissue Tearor) en un tubo conico de 15 mL. La solucién obtenida se centrifugo6 a
12,000 g por quince minutos y después se separo y etiquetd al sobrenadante (veneno) y al
precipitado. Ambas fracciones se almacenaron a -70°C.

VIL.3. Separacion de los componentes del veneno

La separacion de las conotoxinas se realizd mediante la técnica de cromatografia liquida
de alta resolucion de fase reversa (RP-HPLC) en el laboratorio de Toxinologia Marina del
Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia (ICMyL) de la UNAM utilizando un equipo
Agilent Technologies 1260 Infinity con una solucion de TFA al 0.1% v/v (solucion A) y una
solucion de TFA al 0.085% con ACN al 90% v/v (solucién B). Para llevar a cabo la
purificacion se utiliz una columna analitica Vydac 218TP C18 de 5u de tamafio de particula,
300 A de tamafio de poro y un tamafio de 4.6 x 250 mm. Los péptidos se eluyeron a
temperatura ambiente con un gradiente de soluciéon B de 5% - 100% en 95 minutos (en donde
B incrementaba 1% por minuto) con un flujo de I mL/min y un volumen de inyeccion de 1
mL. La deteccidn de péptidos se realizo con un espectrofotémetro de flujo ajustado a 220 nm
de longitud de onda y posteriormente, los componentes mayoritarios se recolectaron
manualmente en tubos de polipropileno de 1 mL y se sometieron a varios pasos de RP-HPLC,
con programas de elucion distintos, hasta lograr su purificacion para después ser liofilizados
con una centrifuga evaporadora Thermo Savant SPD1010.

VIIL.4. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteina se llevd a cabo en el ICMyL de la UNAM a través del
método conocido como A280 con un espectrofotoémetro NanoDrop 2000/2000C.
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VILS. Caracterizacion quimica
VILS.1. Espectrometria de masas

La determinacién de las masas tedricas de los componentes purificados utilizados para
este trabajo se realizo a través de la técnica de ionizacion mediante rocio de electrones o (por
sus siglas en inglés ESI) en el laboratorio de Protedmica del IBT de la UNAM en Cuernavaca,
Morelos a cargo del Dr. César Batista utilizando un equipo LTQ Orbitrap Velos con trampa
de iones lineal de presion doble.

La calibracion del espectrémetro fue realizada con una solucién Calmix (N-butilamina,
cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621. Estos compuestos son utilizados para
calibrar el modulo LTQ Velos con trampa de iones y el mddulo Orbitrap con detector de
masas FT (Fourier Transform) en el modo de ionizacidn positiva ESI. La N-butilamina se
incluye para poder llevar a cabo determinaciones con exactitudes menores a 5 ppm.

En el sistema de cromatografia de liquidos (LC) se utilizé un programa isocratico de 50/50
de ACN con 0.1% de 4cido formico (solucion B) y una solucion al 0.12% de acido férmico
(solucién A) utilizando una aguja capilar para la inyeccion directa (hecha en casa). La masa
molecular de cada muestra se obtuvo mediante el procesamiento de datos a través del
algoritmo de deconvolucidén automatica (Xtract rawfile), generate masses mode (M).

VIL.5.2. Secuenciacion

La determinacion de las estructuras primaria de los péptidos se llevd a cabo en el
laboratorio a cargo del emérito Dr. Lourival Possani utilizando un secuenciador automatico
de proteinas Procise 491 Protein Sequencing System, Applied Biosystems, bajo el principio
de la degradacion de Edman.

VII.5.3. Alineamiento de secuencias
El alineamiento de secuencias se realizo a través de los servicios bioinformaticos BLAST
(Altschul ef al., 1990) y ConoPrec (Kaas et al., 2008; Kaas et al., 2012), ambos servicios

gratuitos en internet, con el fin de comparar las secuencias obtenidas con las secuencias
reportadas en bases de datos.
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3. Fraccionamiento
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Fig. 15. Esquema del disefio experimental planteado para este trabajo.
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IX. Resultados
IX.1. Fraccionamiento del extracto crudo de C. fergusoni

El extracto crudo proveniente de los dos conductos venenosos de C. fergusoni se dividid
en nueve tubos de polipropileno de 1 mL que habian sido etiquetados numéricamente del uno
al nueve. Cada uno de estos tubos se someti¢ a un proceso de RP-HPLC, lo que resulto en la
obtencidn de nueve fracciones por tubo (81 tubos en total), etiquetadas como FO a F8. Dichas
fracciones se colectaron cada diez minutos, con excepcion de FO, cuya colecta fue llevada a
cabo durante un lapso de cinco minutos (Fig. 16). Posteriormente, los tubos que contenian a
las fracciones F1 y F4 se separaron del resto y fueron llevados a condiciones de sequedad
para después ser concentrados en dos tubos de polipropileno etiquetados como F1 y F4
respectivamente (Fig. 17). Por ultimo, a ambos tubos se les agregd solucion de extraccion
hasta alcanzar 1 mL de volumen para llevar a cabo la cuantificacion de proteina en las
muestras. Cabe destacar que se eligieron los tubos procedentes de las fracciones F1 y F4
debido a que se deseaba analizar a los componentes mas hidrofilicos e hidrofébicos del
veneno.
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Fig. 16. Perfil cromatografico del veneno de C. fergusoni a una longitud de onda de 220 nm con un gradiente
lineal de 5% a 100% de solucién B en 95 minutos con un flujo de 1 mL/min (linea roja). Los corchetes (color
azul) indican el tiempo de colecta de cada fraccion, enumeradas de FO a F8, iniciando la colecta a partir del
minuto 5 al 10 para la FO y la colecta de cada fraccion subsecuente por 10 minutos.
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Fig. 17. Esquematizacion del fraccionamiento del extracto crudo de C. fergusoni: 1) el extracto crudo fue
dividido en nueve tubos que se sometieron a procesos de RP-HPLC de manera individual; 2) de cada proceso,
se obtuvieron nueve fracciones etiquetadas como FO a F8 de acuerdo a su tiempo de elucion; 3) la totalidad del
contenido de todos los tubos F1 (color verde claro) procedentes de los nueve fraccionamientos fue liofilizada y
concentrada en un tubo y el mismo procedimiento se repitié para los tubos etiquetados como F4 (color rojo
claro), lo que resultd en la obtencion de dos tubos con los componentes mas hidrofobicos (F1, de color verde
obscuro) ¢ hidrofilicos (F4, de color rojo obscuro) del extracto crudo.

IX.2. Cuantificacion de proteinas de F1 y F4

Para llevar a cabo la cuantificacion de proteina presente en las fracciones F1 y F4, se
utiliz6 un espectrofotometro NanoDrop 2000/2000C ajustado a una lectura de absorbancia
de 280 nm para medir su concentracién proteica, con lo que se determind que F1 y F4
contenian 2.5 mg/mL y 2.7 mg/mL respectivamente.

IX.3. Subfraccionamiento de F1 y F4

Para separar los componentes de las subfracciones F1 y F4, su contenido fue dividido en
cinco y ocho alicuotas respectivamente (etiquetadas como tubos A — E, provenientes de F1 y
F — M, provenientes de F4) con la finalidad de no sobrepasar la capacidad 6ptima de la
columna analitica (200 pg) y con ello obtener una mejor resolucion de las sefiales
correspondientes a cada componente. El subfraccionamiento se realizé utilizando un
programa de 5% a 30% de B en 75 min, para el material proveniente de F1 y uno de 35% a
50% de B en 45 min, para el proveniente de F4 (Fig. 18 y Fig. 19).
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Fig. 18. Perfil cromatografico resultante del subfraccionamiento de F1 utilizando un gradiente de 5% - 30% de
solucion B en 75 minutos (linea roja) con un flujo de 1 mL/min y un gradiente de 1% de B cada tres min. El
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Fig. 19. Perfil cromatografico de la repurificacion de F4 utilizando un gradiente de 35% - 50% de solucion B
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Como resultado del subfraccionamiento, se lograron obtener cuatro subfracciones con
componentes distintos provenientes de cada corrida de las alicuotas A — E y tres
subfracciones con componentes distintos de las alicuotas F - M, con un total de trece corridas
y 44 subfracciones como se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Fracciones resultantes de la dilucion de las fracciones F1 y F4.

Fracciéon Gradiente de elucién Subfraccion colectada para purificacion

>

12A, 25A, 28A, 30A

13B, 25B, 29B, 31B
5% - 30% B en 75 minutos 2C, 14C, 17C, 18C
1D, 12D, 16D, 17D
1E, 2E, 14E, 16E
14F, 16F, 24F
3G, 6G, 7G
3H, 6H, 7TH
31, 61, 71
3J,6J,7]
3K, 6K, 7K
3L, 6L, 7L
3M, 6M, TM

35% - 50% B en 45 minutos

IR =~ |z|la|mjo|o|a|w

IX.4. Purificacion de los componentes mayoritarios

De acuerdo a los perfiles cromatograficos de las subfracciones obtenidas, los
componentes obtenidos no se encontraban en estado de pureza, por lo que se procesaron
nuevamente en el sistema RP-HPLC utilizando programas de elucidén distintos con el fin de
optimizar la separacion de sus componentes de acuerdo a su grado de hidrofobicidad. Esto
se realiz6 con la finalidad de llevar a cabo la purificacidn y el aislamiento de sus componentes
para realizar estudios posteriores con ellos. Cabe destacar que Unicamente se tratd de
recolectar la parte central de las sefiales observadas en los perfiles cromatograficos para
obtener el mayor grado de pureza posible.

Con la purificacidn se lograron obtener un total de siete componentes (Fig. 20y Fig. 21),
cuatro provenientes de las subfracciones de A — E y tres provenientes de las subfracciones de
F — M, de donde se eligieron aquellos provenientes de las fracciones By G (Fig.22 - 28) a
los cuales se les cuantificé la cantidad de proteina (7abla 2) utilizando como blanco solucion
B al porcentaje que se habia eluido el componente. Se eligieron estos componentes debido a
que arrojaron los perfiles cromatograficos con los mayores rendimientos y el mayor grado de
pureza. Posteriormente, los componentes se liofilizaron con una centrifuga evaporadora
Thermo Savant SPD1010 y se enviaron al IBT de la UNAM, en donde se realizaron estudios
de sus masas tedricas y sus estructuras primarias.
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Fig. 20. Perfil cromatografico del subfraccionamiento de F1 utilizando un gradiente de 5% - 30% de solucion
B en 75 minutos (linea roja) con un flujo de 1 mL/min y un gradiente de 1% de B cada tres min. En ¢l se
muestran los componentes mayoritarios B colectados para llevar a cabo la repurificacién independiente de cada
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Fig. 21. Perfil cromatografico de la repurificacion de F4 utilizando un gradiente de 35% - 50% de solucion B
en 45 minutos (linea roja) con un flujo de 1 mL/min y un gradiente de 1% de B cada tres min. El monitoreo se
llevé a cabo utilizando una absorbancia de 220 nm; en ¢l se muestran los componentes colectados para llevar a
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Tabla 2. Concentraciones obtenidas en la cuantificacion de proteina de los componentes mayoritarios de las
subfracciones B y G.

Muestra A280 (mg/mL)
13B 0.1
25B 0.4
29B 0.2
31B 0.1
G3 0.6
G6 2.3
G7 2.2
S 2
i | ~13B
19
20 m
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-
E 220 F. 15
E 200 . uw
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Fig. 22. Perfil cromatografico del componente 13B proveniente del subfraccionamiento de la fraccion B, eluido
utilizando un programa de 5% - 20% de solucién B en 45 minutos (linea roja) con un flujo de 1 mL/miny un
gradiente de B de 1% cada tres minutos. Su tiempo de retencion fue de 20.6 minutos.
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Fig. 23. Perfil cromatografico del componente 25B proveniente del subfraccionamiento de la fraccion B, eluido
utilizando un programa de 10% - 25% de solucion B en 45 minutos (linea roja) con un flujo de 1 mL/miny un
gradiente de B de 1% cada tres minutos. Su tiempo de retencion fue de 22.5 minutos.
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Fig. 24. Perfil cromatografico del componente 29B proveniente del subfraccionamiento de la fraccion B, eluido
utilizando un programa de 15% - 25% de solucion B en 30 minutos (linea roja) con un flujo de 1 mL/miny un
gradiente de B de 1% cada tres minutos. Su tiempo de retencion fue de 11.6 minutos.
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Fig. 25. Perfil cromatografico del componente 31B proveniente del subfraccionamiento de la fraccion B, eluido
utilizando un programa de 15% - 30% de solucién B en 45 minutos (linea roja) con un flujo de 1 mL/miny un
gradiente de B de 1% cada tres minutos. Su tiempo de retencion fue de 14.4 minutos.
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Fig. 26. Perfil cromatografico del componente G3 proveniente del subfraccionamiento de la fraccion G, eluido
utilizando un programa de 35% - 45% de solucion B en 30 minutos (linea roja) con un flujo de 1 mL/miny un
gradiente de B de 1% cada tres minutos. Su tiempo de retencion fue de 25.5 minutos.
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Fig. 27. Perfil cromatografico del componente G6 proveniente del subfraccionamiento de la fraccion G, eluido
utilizando un programa de 40% - 50% de solucion B en 30 minutos (linea roja) con un flujo de 1 mL/miny un

gradiente de B de 1% cada tres minutos. Su tiempo de retencion fue de 20.5 minutos.
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Fig. 28. Perfil cromatografico del componente G7, eluido utilizando un programa de 40% - 50% de solucién B
en 30 minutos (linea roja) con un flujo de 1 mL/miny un gradiente de B de 1% cada tres minutos; su tiempo de

retencion fue de 22.7 minutos.
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IX.5. Espectrometria de masas

De los siete componentes purificados, se tenia una cantidad muy baja de material (<100
pmoles) de los componentes procedentes de la subfraccion B (13B, 25B, 29B y 31B) para
llevar a cabo el analisis de espectrometria de masas, motivo por el cual se tomo la decision
de juntarlos con los componentes equivalentes procedentes de la subfraccion A, para asi
poder incrementar su concentracion. Las muestras se mantuvieron con el nombre de las
etiquetas asignadas a los componentes obtenidos de la subfraccién B (13B, 25B, 29B y 31B)
y posteriormente fueron enviadas, junto con una parte de los componentes purificados de la
subfraccidon de G (G3, G6 y G7), a la Unidad de Proteémica del IBT de la UNAM para ser
sometidos a espectrometria de masas. Las concentraciones utilizadas para el analisis se
muestran en la Tabla 3, determinadas a través de la funcion de "area bajo la curva™ del
software del sistema HPLC Agilent Technologies Infinity 1260, en donde se tomd como
referencia el area obtenida para 10 nmoles de la conotoxina a-RgIA sintética (conotoxina de
trece aminoacidos que actia sobre RnACh).

Tabla 3. Cantidades de proteina utilizadas para llevar a cabo el andlisis de espectrometria de masas.

Muestra 13B 25B 29B 31B G3 G6 G7
Lokl 240 90 120 100 100 200 100
(pmoles)

De los siete componentes analizados, inicamente se lograron obtener las masas tedricas
de seis de ellos (Tabla 4), de los cudles: 31B y G6 mostraron espectros claros, con una masa
tedrica monoisotdpica de 3497.26 Da (Fig. 31) y 19109.41 Da (Fig. 33) respectivamente;
25B, 29B, G3 y G7 mostraron multiples sefiales (Fig. 29, Fig. 30, Fig. 32y Fig. 34), lo que
indica la presencia de otros componentes en la muestra, mientras que la masa del componente
13B no pudo ser determinada. Cabe destacar que, cuando los resultados fueron entregados,
el laboratorio encargado de llevar a cabo el analisis reportd la presencia de aductos de sodio
y oxidaciones en las muestras, lo que puede complicar la interpretacidon de los espectros.

Tabla 4. Masas experimentales obtenidas para los componentes purificados.

Muestra 13B 25B 29B 31B G3 G6 G7
1591.55+
% )
§§§'§§; 1753.60, 2909.07%,
Masa 135543, | 187050, 3126.23%, 19110.25%,
ottt | o | 55 | B2 | suz | TEZ | e | 2
% . ) % . N . ,
o 344660%2780, s237.25%, | 3497.26% | Jeg 7 | 26087.62 | 530
6981 54, | 3239.24%, 3910.63, 29058.88*
1086& 46 3468.28, 4917.44
01 5072.80

Nota: Las masas marcadas con "*” corresponden al componente mas abundante en la fraccion, mientras que
"ND™ indica que la masa del componente no pudo ser determinada.
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Fig. 29. Espectro de masas de la fraccion 25B. El pico base corresponde a un analito de 3468.28 Da seguido de
una sefial con una intensidad relativa de 62%, uno de 54% y otro de 46% correspondientes a analitos de 886.52
Da, 564.28 Da y 3513.25 Da respectivamente, lo que indica que hay contaminantes en la muestra.
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Fig. 30. Espectro de masas de la fraccion 29B. El pico base corresponde a un analito de 3239.24 Da seguido de
dos sefales con una intensidad relativa de 64% y 60% correspondientes a analitos de 375.25 Da y 3237.25 Da
respectivamente, lo que indica que hay un contaminante peptidico en la muestra.
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Fig. 31. Espectro de masas de la fraccion 31B. El pico base corresponde a un analito de 3239.24 Da seguido de
una sefial con una intensidad relativa de 75% correspondiente a un analito de 3452.95 Da lo que podria indicar
que se trate de un mismo péptido con una modificacion postraduccional.
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Fig. 32. Espectro de masas la fraccion G3. El pico base corresponde a un analito de 3126.23 Da seguido de una
sefial con una intensidad relativa de 85% correspondiente a un analito de 2909.06 Da lo que podria indicar que
la muestra contiene dos componentes distintos. Sin embargo, en esta muestra, se muestra un patron de
incrementos en las masas de aproximadamente 217 Da, lo que podria indicar la formaciéon de un aducto con la

molécula de interés.
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Fig. 33. Espectro de masas de la fraccion G6. El pico base corresponde a un analito de 19,109.40 Da que podria
tratarse de una proteina y no de un péptido proveniente del veneno.
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Fig. 34. Espectro de masas de la fraccion G7. El espectro convolucionado muestra una gran cantidad de
contaminantes y multiples sefiales correspondientes a analitos que no lograron ionizarse. En el espectro
deconvolucionado unicamente se muestran dos sefiales mayoritarias, el base con una masa de 19,110.25, y otra
sefial con una intensidad relativa del 50% correspondiente a un analito con una masa de 29068.88.
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IX.6. Determinacion de la estructura primaria

De los siete componentes que fueron sometidos a espectrometria de masas, unicamente
dos (31B y G3) se eligieron para llevar a cabo la determinacién de su estructura primaria
debido a la poca cantidad de muestra de la que se disponia en los otros componentes, a la
cantidad de contaminantes observados en el espectro de los componentes "B” y a las masas
tedricas tan grandes obtenidas en las alicuotas G6 y G7. Como unicamente se disponia de 52
pmoles de 31B, se tomo la decision de concentrar su contenido con el de las fracciones C —
E correspondientes a la misma sefial cromatografica, logrando obtener una cantidad total de
150 pmoles; ambos componentes fueron enviados sin reducir ni alquilar, por lo que la
determinacion de la posicion de los residuos de Cys no pudo ser llevada a cabo a través de
esta técnica; sin embargo, se sabe que la degradacion de Edman es una técnica que destruye
a los residuos de Cys a menos de que se encuentren en su forma carboximetilada, por lo que
al momento de la identificacion de los aminoacidos mediante RP-HPLC, el no ver
incrementos en los rendimientos de la feniltiohidantoina durante cuatro ciclos podria sugerir
que se trata de un residuo de Cys. Las cantidades utilizadas para llevar a cabo el analisis de
espectrometria fueron de 150 pmoles para 31B y de 190 pmoles para G3.

Una vez que la degradacion de Edman fue llevada a cabo, Gnicamente se obtuvo la
secuencia parcial del péptido 31B, posiblemente debido a que el componente G3 presentaba
una modificacion postraduccional en su extremo N-terminal que impidid la reaccion con el
reactivo de Edman. Sin embargo, la secuencia parcial de 31B estaba conformada por 31
aminoacidos, de los cuales uno no pudo ser identificado y tres no mostraron incrementos en
sus rendimientos durante la etapa de identificacion por HPLC, lo que podria sugerir que son
residuos de Cys dada la naturaleza rica en Cys de las conotoxinas y el mecanismo de su
identificacion durante el proceso de secuenciacion. Tomando en consideracion a dichos
aminoacidos como residuos de Cys y sin contar al aminoacido no identificado, el péptido
presentaria una masa calculada de 3221.58 Da (Tabla 5) de acuerdo a IonSource
(http://www.ionsource.com), lo que indica una diferencia de 275.85 Da respecto al pico base
del espectro obtenido para el componente y una diferencia de 230.88 Da respecto a la segunda
seflal mayoritaria, mientras que su masa calculada seria de 2914.15 Da sin considerar a los
residuos como Cys, con una diferencia de 582.68 Da y 538.14 Da respecto a dichos iones.

Tabla 5. Estructura primaria, masa tedrica y masa calculada del péptido 31B.

Masa
Masa Masa
Nombre del . . calculada , .
Estructura primaria calculada tedrica | AA
componente (Da) con Cys (Da)
(Da)
3497.26
31B TVA?GASXTRWQNHXYDAAMLRPPGNXVVSD | 2914.15 3221.58 345229 31

Nota: La X representa una posible Cys y ? un aminoacido no identificado.
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IX.7. Alineamiento de secuencias

La estructura primaria del péptido 31B fue comparada contra secuencias peptidicas
reportadas para el género Conus a través de los servicios provistos por BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool en inglés) y la base de datos de conopéptidos de ConoServer a través
de ConoPrec. El alineamiento inicial no arrojé resultado alguno, por lo que se tomd la
decision de asignarle el aminodcido Glu al aminoacido no identificado, mientras que a los
residuos marcados como X (7Tabla 5) se les asigno el aminoacido Cys de manera tentativa
por los motivos precisados en la seccion anterior y en la discusion de este trabajo.

Tabla 6. Alineamiento de secuencias obtenido a través de BLAST.

- . . % % . | Valor
Péptido Alineamiento Identidad | Similitud Puntaje E
31B 3 AEGASCTRWQNHCYDAAMLRPP 24
A GA C+++ N C DA ML P 50% 63% 25.8 0.013
Bt140 54 APGAPCSKYDNECCDACMLSHP 75
31B 5 GASCTRWQNHCYDAAMLRP-PGNCVVSD 31
G C+R+ + C DA MLR P + + SD 52% 56% 25.4 0.022
Bt151 56 GTRCSRFDHECCDACMLRQHPQHPICSD 83
31B 5 GASCTRWQONHC 15
G SC+RW NHC 73% 81% 23.9 0.094
LiCr95 56 GDSCSRWYNHC 66

Nota: Los numeros azules indican la posicion del aminodcido a partir del cual se inici6 el alineamiento y "+"
indica sustituciones de aminoacidos con carga similar

Tabla 7. Alineamiento de secuencias con el péptido 31 obtenido a través de ConoPrec.

. % % . Valor
Nombre Secuencia Identidad | Similitud Puntaje E
31B 5 GASCTRWQNHC 15
I 73 82 30.4 0.0059
LiCr95 15 GDSCSRWYNHC 25
31B 5 GASCTRWQNHC 15
A 73 82 29.7 0.0069
Fla6.5 17 GDSCSRWYNHC 27
31B 3 AEGASCTRWONHCYDAAMLR 22
e 50 70 30.3 0.0069
MiK42 3 APNAPCEKFDNDCCDACMLR 22

Nota: Los numeros azules indican el aminoacido a partir de donde inici6 el alineamiento y "

de aminoacidos con carga.

las sustituciones
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Bajo este criterio, los servicios BLAST y ConoPrec arrojaron un total de cuatro y quince
secuencias similares a 31B respectivamente. Sin embargo, de estas secuencias, unicamente
se tomaron en consideracion aquellas que presentaban un porcentaje de identidad mayor o
igual al 50%, lo que redujo el nimero total de alineamientos obtenidos a un total de seis
respecto al péptido 31B: tres arrojados por BLAST vy tres arrojados por ConoPrec (7Tabla 6 y
Tabla 7).

La comparacidn de secuencias llevadas a cabo por BLAST y ConoPrec arrojo secuencias
pertenecientes a especies de Conus vermivoras del Indo-pacifico. De éstas, la busqueda en
BLAST revel6 un 50% y 52% de identidad con los péptidos Bt/40y Bt151 de C. betulinus
con valores de expectacion de 0.013 y 0.022 respectivamente y un 73% de identidad con la
conotoxina LiCr95 perteneciente a la superfamilia Ol de C. /ividus con un valor de
expectacion de 0.094, todas con un arreglo de Cys VI/VIL. Por otro lado, la busqueda a través
de ConoPrec reveld distintos porcentajes de identidad con tres conotoxinas, todas
pertenecientes a la superfamilia génica O1 con arreglos de Cys VI/VIL De éstas, LiCr95, en
esta ocasion con un valor de expectacion de 0.0059, y Fla6.5 de C. flavidus, perteneciente a
la superfamilia O1 con un valor de expectacidon de 0.0069, presentaron valores de identidad
del 73%, mientras que la conotoxina MiK42 de C. miles presentd una identidad del 50% y un
valor de expectacion de 0.0069.

Cabe destacar que, en todos los alineamientos, las posiciones de las Cys ocho y quince del

péptido 31B se encontraban en posiciones que concordaban con Cys de las secuencias
obtenidas en las bases de datos.
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X. Discusion

El veneno producido por los caracoles marinos del género Conus es una fuente rica de
péptidos ricos en Cys con actividad bioldgica, funcionando como antagonistas altamente
especificos de canales idnicos y receptores involucrados en la transmision sindptica,
presentandose en cantidades aproximadas de 1000 componentes con tamafios moleculares
que se encuentran principalmente entre tamafios de 800 y 3000 Da por especie (Kauferstein
et al., 2011). Es por este motivo que su estudio puede proporcionar una gran cantidad de
informacion que podria ser utilizada para realizar investigacion basica y aplicada, ademas de
que puede permitir el desarrollo de medicamentos y farmacos utilizables en el érea
biomédica.

Los péptidos del veneno de Conus se caracterizan por presentar una gran cantidad de
modificaciones postraduccionales y pueden agruparse de acuerdo a un sistema de
clasificacion determinado si se conocen sus blancos moleculares o, la cantidad, la posicién y
la conectividad de sus residuos de Cys por lo que, para su identificaciébn y posterior
clasificacion, es necesario someterlas a una serie de andlisis quimicos como pueden ser la
espectrometria de masas, la secuenciacion, la espectroscopia y técnicas electrofisioldgicas
entre otras. Esto propicia a que en muchas ocasiones, la caracterizacion de dichos péptidos
resulte complicada, principalmente porque en el veneno se encuentran en distintas
concentraciones que, pueden ser muy bajas y/o pueden encontrarse en estados de maduracion
variables; a que las modificaciones postraduccionales que exhiben complican su andlisis y a
que las concentraciones de los mismos disminuye aproximadamente un 50% conforme son
eluidos (Kauferstein et al., 2004), lo que deja una cantidad muy pequefia de material para
determinar su naturaleza una vez que el componente obtenido logra ser purificado. Por otro
lado, la obtencion de organismos, ademas de representar un costo alto relacionado con su
colecta, puede tener consecuencias ecoldgicas graves en el ambiente que se desarrollan,
motivo por el cual se extrae nicamente una cantidad reducida de los mismos que a su vez
debe ser aprovechada de la mejor manera posible. La obtencion de bajas cantidades de
material puede ser contrarrestada a través de la sintesis de novo mediante el uso de técnicas
de clonacion de ADNc de una secuencia parcial o conocida del péptido de interés, lo que
puede ser muy util en estudios donde se desea llevar a cabo la caracterizacion completa del
péptido.

En este trabajo se lograron aislar y purificar siete componentes mayoritarios provenientes
del veneno de C. fergusoni, de los cuales se obtuvo el espectro de seis de sus masas y
unicamente la secuencia parcial de uno de ellos, del que no se tenian conocimientos previos.
Lo anterior puede estar relacionado con que se analizaron cantidades de muestras con
concentraciones muy bajas (<200 pmol, con excepcion de 13B y G6) y, aunque tedricamente
es posible obtener resultados adecuados de muestras con concentraciones nanomolares, en
ocasiones es necesario contar con al menos 200 pmoles para obtener espectros legibles ya
que éstos dependen de factores como la pureza del componente de interés, el manejo que se
le da a la muestra, la concentracion, la posible formacion de agregados peptidicos que podrian
generar la supresion ionica, la fuente de ionizacion y la limpieza del aparato, misma que
podria tener un efecto negativo en el desempefio del sistema o en el enmascaramiento de
analitos por la formacion de aductos.
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Por otro lado, en relacion con la escasa cantidad de material de la que se disponia y de la
presencia de contaminantes observables en la mayoria de los espectros obtenidos, solamente
se busco dilucidar la estructura de dos de los componentes purificados (Tabla 8), pero al
llevar a cabo la secuenciacidn, unicamente se logrd obtener la estructura parcial de uno de
ellos (Tabla 5), lo que podria estar relacionado con una posible modificacion postraduccional
en el extremo N-terminal que impidiera la reaccion con el reactivo de Edman. Debido a que
diversos factores pueden estar involucrados en la caracterizacion exitosa de un conopéptido
especifico y a que ninguno de los componentes purificados pudo ser caracterizado de manera
completa, a continuacion, se hace un analisis para cada caso particular.

13B

El perfil cromatografico obtenido para el componente 13B mostré una sefial muy bien
definida con una absorbancia de 330 mAU (Fig. 22), lo que por lo general sugiere un alto
grado de pureza del componente en cuestion. Sin embargo, no fue posible obtener el espectro
de este componente independientemente de que se utilizd la mayor cantidad de muestra (240
pmoles) para realizar el analisis de su masa y de que mostr6 el perfil cromatografico con la
sefial mas definida de todos los componentes mayoritarios obtenidos. Esto pudo deberse a
diversos motivos, dentro de los cuales destacan que la ionizacion de las especies moleculares
presentes haya sido suprimida por otras especies presentes (la muestra no estaba en estado
de pureza y pudo formarse un agregado peptidico), que el componente se haya
desnaturalizado, o que la masa del péptido fuera demasiado grande (>2x10° Da), que podria
indicar la presencia de una proteina como el coldgeno (285 kDa), procedente del humano.

25B

En el perfil cromatografico correspondiente al componente purificado 25B (Fig. 23), es
posible observar un ligero ensanchamiento de la sefial del lado derecho, lo que indicaria que
el componente no se encontraba en estado de pureza. Al observar el espectro
deconvolucionado de esta fraccidon (Fig. 29) es posible ver un pico base con una masa
promedio de 3468.28 Da (aproximadamente 29 aminodacidos si se divide entre el promedio
de los veinte aminodcidos esenciales) seguido por uno de 3513.25 Da (aproximadamente 29
aminodcidos) respectivamente con intensidades relativas de 100% y 42% con una diferencia
en unidades de masa de 44.97 Da, que se aproxima a la masa promedio correspondiente a
una de las modificaciones postraduccionales mas comunes en las conotoxinas, la y-
carboxilacion del glutamato (43.98983 Da). Lo anterior podria sugerir que ambos
componentes son el mismo en diferentes estadios de maduracidon. Sin embargo, en esta
muestra existen otros dos componentes con intensidades relativas de 60% y 55 % y masas
promedio de 564.28 Da y 886.52 Da respectivamente que indica la presencia relativamente
alta de componentes que podrian ser de origen peptidico, o bien aductos formados por
metales alcalinos y restos de detergentes comunes utilizados para limpiar el equipo como el
Triton (889.54 Da) o el propilenglicol (563.37 Da). Ademas de éstos, existe una masa de
1355.46 Da que se acerca a la masa molecular de la queratina humana (1357.69579), un
contaminante relativamente comun presente en los andlisis de espectrometria de masas
mediante ESI (Keller ef al., 2008), motivo por el cual se tom¢ la decision de no someter la
muestra al analisis de su masa.
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De acuerdo con la base de datos de ConoServer, existe una conotoxina de 31 aminoacidos
llamada Ar6.21 clasificada dentro de la superfamilia génica O3 con un arreglo de Cys VI/VII
y una masa promedio de 3468.68 Da perteneciente a C. arenatus, un cono vermivoro del
Indo-pacifico, por lo que el componente 25B podria presentar una longitud similar y tomando
en consideracion que las conotoxinas de la superfamilia génica O3 se caracterizan por estar
conformadas por 25 a 35 aminoacidos, podria indicar la pertenencia a esta familia. Sin
embargo, el hecho de no tener una secuencia completa no permite asegurar esta suposicion.

29B

El perfil cromatografico correspondiente al componente 29B (Fig. 24) mostrd una sefial
ensanchada con un hombro notorio del lado derecho, lo que implicaria que el componente no
se encontraba en estado de pureza; esto se logro apreciar en el espectro obtenido (Fig. 30),
se observaron multiples iones mayoritarios relativamente cercanos con cargas de +1 hasta
+5, de los cuales se obtuvieron tres masas promedio en el espectro deconvolucionado que
podrian corresponder a conopéptidos con valores de 1591.55 Da, 3237.25 Da y 3239.24 Da
con intensidades relativas de 30%, 58% y 100% respectivamente. La diferencia en unidades
de masa los dos ultimos componentes es de 1.99 Da, que se aproxima a la masa promedio
que corresponde a la formacion de un puente disulfuro (2.0159 Da), por lo tanto, seria posible
que estos dos componentes se traten del mismo en diferentes estadios de maduracién. Sin
embargo, la presencia del tercer componente (1591.55 Da) indicd que en la muestra no se
presentaba un componente totalmente puro ya que la diferencia entre sus masas es muy
notoria.

Considerando nuevamente el promedio del peso total de los aminoacidos, este compuesto
estaria conformado por aproximadamente 27 aminoéacidos y de acuerdo con la base de datos
de ConoServer, existe una conotoxina llamada Mr6.28 de 28 aminoacidos clasificada dentro
de la superfamilia génica O2 con un arreglo de Cys VI/VII y una masa promedio de 3239.61
Da perteneciente a C. marmoreus, un cono vermivoro del Indo-pacifico, por lo cual el
componente 29B podria presentar un tamafio similar.

En el espectro deconvolucionado también es posible observar una molécula con una masa
de 1591.55 Da, lo que resultaria en promedio de trece aminoacidos. De acuerdo con la base
de datos de ConoServer, existe una conotoxina llamada BtIIIA de catorce aminoacidos
clasificada dentro de la superfamilia génica M con un arreglo de Cys III y una masa promedio
de 1590.90 Da perteneciente a C. betulinus, lo que podria sugerir que el componente
encontrado presenta la misma longitud respecto a su secuencia, pero para asegurar esto, seria
necesario repurificar el componente para determinar su estructura primaria.

31B

El perfil cromatografico del componente 31B (Fig. 31) indica que el componente en
cuestion se encontraba en estado de pureza, lo que pudo ser comprobado al analizar el
espectro de su masa (Fig. 31). Dicho espectro mostrd un patréon de multiples iones cargados
de +1 hasta +4 correspondientes a tres componentes del espectro deconvolucionado con una
masa de 3497.26 Da, 3452.29 Da y 668.3 Da, cuya intensidad relativa fue de 100%, 75% y
35% respectivamente. El ltimo componente puede tratarse de un aducto de sodio formado

43



por el detergente Triton (669.41844 Da), mientras que los componentes mayoritarios
presentan una diferencia de 44.97 Da.

Debido a que el péptido mostraba una cantidad de masas reducidas, se tomo la decisién
de enviarlo a secuenciar y, de acuerdo a los resultados obtenidos (7abla 5), el péptido 31B
estaba conformado por 31 aminoacidos, de los cuales uno no pudo ser determinado
posiblemente debido a una modificaciéon en el residuo. Tomando en consideracion la masa
calculada de la secuencia obtenida para este péptido a través de lonSource (Tabla 5), se
tendria un componente con una masa molecular de 2914.15 Da, pero si se considera al
aminoacido no identificado como un Glu y a las posiciones marcadas con X como residuos
de Cys, de acuerdo a la calculadora, se tendria un péptido con una masa de 3350.69 Da,
componente al cual aun le faltarian 101.6 Da respecto a la masa obtenida a través de la
espectrometria de masas. Sin embargo, de acuerdo a ConoServer, hasta la fecha no se han
encontrado péptidos con residuos de Cys impares ni arreglos de Cys de tres residuos, ya que
tienden a formar enlaces disulfuro entre si, por lo que es muy probable que, al llevar a cabo
la secuenciacion, en la etapa de identificacion de aminoacidos mediante el principio de
degradacion de Edman, el no ver rendimientos para ningin aminodcido en el altimo ciclo
pudo deberse a la presencia de un residuo de Cys al no estar reducida ni alquilada la muestra.
Bajo este criterio, el péptido 31B presentaria cuatro residuos de Cys en estado oxidado
(formando enlaces disulfuro) ademas de un Glu que, calculado utilizando lonSource, tendria
una masa de 3451.84 Da, muy similar al componente de 3452.29 Da que presentd una
intensidad relativa del 75%. Si a dicho péptido se le suma el cambio de masa de una y-
carboxilacion del Glu, nos arrojaria una masa de 3495.8498, similar a la masa predominante
de 3497.26 Da.

Lo anterior podria sugerir que la estructura primaria del péptido 31B consistiera de 32
aminoacidos y un patron de Cys de tipo XIV descrito por Méller ef al. (2005), observado en
conotoxinas pertenecientes a las superfamilias génicas A, D, 12, J, L, M, O1, O2, Py T, con
tres posibles conectividades entre sus residuos de Cys, lo que a su vez sugeriria que la
estructura primaria del péptido quedaria de alguna de las siguientes maneras (Fig. 35).

/11
TVAYGASCTRWQNHCYDAAMLRPPGNCVVSDC
I

v
v

I I
TVAyGASCTRWQNHClYDAAMLRPPGNC|VVSDC

TI/1IX

/111

| |
TVAyGASCTRWQNH?YDAAMLRPPGNCVVSD?

v

Fig. 35. Modelo propuesto para el péptido 31B. Se muestra la estructura primaria y las conectividades entre
residuos de Cys, en donde vy representa una y-carboxilacion del glutamato.
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El alineamiento realizado en este trabajo fue llevado a cabo bajo el criterio mencionado
anteriormente debido a que, al omitir los aminoacidos desconocidos, ambos servicios
(BLAST y ConoPrec) no arrojaron resultado alguno. Es importante resaltar que estos
servicios se basan en un valor de puntaje que depende de cuatro valores principales: a) el
tamafio de la base de datos con la cual a secuencia es comparada; b) el grado de identidad
entre las secuencias, que representa el porcentaje de residuos idénticos que tienen dos
secuencias distintas en las mismas posiciones de un alineamiento respecto al nimero de
residuos de su estructura primaria; c) el grado de similitud, que hace referencia a la relacion
que pueden tener dos proteinas de acuerdo a su porcentaje identidad o el porcentaje de
sustituciones de aminodcidos con cargas similares y d) el valor E o valor de expectacion. Este
ultimo valor es considerado de gran importancia debido a que es un parametro que describe
el nimero de veces que se puede esperar ver un alineamiento por coincidencia cuando se
busca en una base de datos de un tamafio determinado. Este valor disminuye de manera
exponencial conforme el valor "S™ (la puntuacion) del emparejamiento incrementa (Pearson,
2013). En otras palabras, entre mas cercano a cero sea el valor E, mas significativo el
alineamiento.

De acuerdo a Pearson (2013), si dos secuencias exhiben mas del 30% de identidad, es
posible que sean homdlogas a menos de que se traten de péptidos con pocos residuos (ya que
¢stos ultimos presentan mayores porcentajes de identidad por mera coincidencia), por lo que
resulta mas adecuado encontrar homologos con valores E de <1071,

Al analizar los resultados obtenidos por BLAST y ConoPrec (Tabla 6 y Tabla 7) se
observaron seis secuencias de las cuales cinco eran distintas. De aquellas arrojadas por
BLAST, la secuencia que presento el porcentaje de identidad mayor (73% de identidad) fue
LiCr95, una conotoxina perteneciente a la superfamilia O1 de C. lividus con un arreglo
VI/VII (Zhangsun et al., 2006), mientras que el menor porcentaje lo presentd B¢140 (50% de
identidad), una conotoxina no caracterizada proveniente de un estudio transcriptomal de C.
betulinus seguida por Bt151 (52% de identidad), ambas provenientes del mismo estudio con
seis Cys cada una (Peng et al., 2016) que, de acuerdo al andlisis de su secuencia sefial a través
de ConoPrec, podrian ser acomodadas dentro de la superfamilia de conotoxinas A. De estas
tres conotoxinas, LiCr95 presento el valor E mas alto (0.094), lo que podria indicar que las
identidades entre dicha secuencia y 31B pueden deberse a una coincidencia, mientras que
Bt140 y Bt151 mostraron valores E del 0.013 y 0.022, valores aun muy altos para ser
considerados homologos. Sin embargo, dentro de los resultados arrojados por ConoPrec, es
posible apreciar que LiCr95 obtuvo el mismo porcentaje de identidad que en BLAST (73%)
pero obtuvo un valor E mas bajo (0.0059), posiblemente debido a que este valor depende
directamente del tamafio de la base de datos analizada y, considerando que ConoPrec
unicamente utiliza la base de datos de ConoServer (enfocada tinicamente a conotoxinas),
mientras que BLAST utiliza una base de datos mucho mas grande, seria més adecuado tomar
con mayor consideracion los resultados provenientes de ConoPrec.

Por otro lado, la busqueda a través de ConoPrec generd tres alineamientos con una
identidad del 50% o mayor: LiCr95, mencionada en el parrafo anterior, Fla6.5, una
conotoxina encontrada en C. flavidus, perteneciente a la superfamilia O1, con un valor E de
0.0069 y MiK42, conotoxina de C. miles perteneciente a la superfamilia O1, con un
porcentaje de identidad del 50% y un valor E de 0.0069.
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Estos resultados indican que LiCr95 presenta la mayor homologia respecto a 31B vy,
aunque es probable que las conotoxinas Bt/40 y Btl51 presenten una relacion mas cercana
considerando la longitud de las secuencias alineadas y los valores E que presentan, no se
encuentran en la base de datos de ConoServer debido a que no han sido caracterizadas de
manera completa. De acuerdo al andlisis anterior, si el péptido 31B exhibiera la estructura
primaria propuesta en este trabajo, de acuerdo a las superfamilias génicas a las que pertenecen
los péptidos con valores E mas bajos mencionados antes, esta conotoxina quizas podria
acomodarse dentro de la superfamilia A u O1, pero para poder determinar esto con seguridad,
es necesario llevar a cabo la secuenciacion completa del péptido y obtener su secuencia sefial
a través de los transcritos presentes en C. fergusoni.

De las superfamilias mencionadas anteriormente, la A contiene a cuatro familias
farmacoldgicas de péptidos relativamente hidrofilicos que actian como antagonistas
competitivos de RnACh involucrados en la disrupcion neuromuscular: las a-conotoxinas, las
al-conotoxinas, las aA-conotoxinas y las ka-conotoxinas (Mclntosh et al., 2002; Terlau &
Olivera, 2004; Lopez-Vera et al., 2007; Peng et al., 2010; Robinson et al., 2014). De éstas,
unicamente dos familias presentan arreglos de cuatro cisteinas (Arias ef al., 2000; Peng et
al., 2010): 1) la familia de las a-conotoxinas, por lo general con un arreglo de Cys tipo I en
los siguientes patrones conservados: CCX3CXsC (subfamilia a3/5), CCX4CX3C (subfamilia
a43) y CCX4CX7C (subfamilia au/7) (McIntosh ef al., 2002), hecho que disminuiria las
posibilidades de que 31B perteneciera a alguna de estas familias considerando el grado de
conservacion del patron y 2) la familia de al-conotoxinas, en donde se localizan dos
conotoxinas hidrofilicas, Pul4.1a de C. pulicarius y tsl4a de C. tessulatus (Peng et al.,
2010), con arreglos de Cys tipo XIV y conectividades entre cisteinas de C1-C3 y C2-C4
respectivamente, capaces de provocar la paralisis y la muerte en peces. Por otro lado, también
se han encontrado conotoxinas de la superfamilia génica O1 con patrones de Cys tipo XIV,
como las conotoxinas Mri4.2 y Mri4.7, de C. marmoreus, y la aO-conotoxina hidrofilica
GeXIVA, de C. generalis, cuyos blancos son RnACh (Dutertre et al., 2013; Luo et al., 2015),
lo que podria sugerir que los blancos farmacologicos de 31B podrian ser los RnACh,
relacionados con el cabal motriz del veneno, involucrado con la inhibicion de la transmision
neuromuscular. Sin embargo, seria necesario llevar a cabo estudios de electrofisiologia y
bioensayos para corroborar esto.

Por ultimo, tomando en consideracion que los patrones de Cys estan altamente conservados
en cada superfamilia, un dato que apoya el supuesto anterior es que las Cys de las posiciones
ocho y quince del péptido 31B con un patrén CXsC concordaban con patrones de Cys en las
conotoxinas alineadas pertenecientes a la Superfamilia O1 (Tabla 6 y Tabla 7) y con los dos
primeros residuos de Cys de los patrones en las conotoxinas GeXIVA, Mri4.2 'y Mri4.7 de
la superfamilia O1 con arreglos de Cys X1V, reportadas en ConoServer (7Tabla 8).
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Tabla 8. Patrones CXsC similares entre la estructura primaria del péptido 13B y conotoxinas con arreglos de
Cys XIV pertenecientes a la superfamilia O1.

Nombre Estructura primaria Aminoacidos
31B 8 CTRWQNHCYDAAMLRPPGNCVVSDC 32 32
GeXIVA | 2 CRSSGRYCRSPYDRRRRYCRRITDACV 28 28
Mrl14.2 | 8 CDGVEQNCRYPYCFIVVCL 26 26
Mr14.7 | 1 CLDGGEICGICFQAAAVGGALFSSAHETTV 30 43

Nota: Los nimeros azules indican la posicion del aminoacido en la secuencia y las letras rojas los residuos de
Cys localizadas dentro del patron.

G3

De acuerdo al perfil cromatografico del componente G3 (Fig. 26), el componente no se
encontraba en estado de pureza y mostraba dos hombros ligeros hacia ambos lados de la sefial
del componente mayoritario. Al analizar el espectro deconvolucionado de la fraccion G3
(Fig. 32) puede observarse que existe un pico base de 3126.23 Da (que representaria un
componente de aproximadamente 26 aminoacidos) y otro con una intensidad relativa de 83%
con una masa promedio de 2909.06 (que presentaria alrededor de 24 aminoacidos). La
diferencia entre estas dos especies moleculares es de 217.17 Da, lo que podria indicar que se
tratan de componentes distintos. Sin embargo, un analisis mas a fondo permite la observacion
de un patrén de incrementos de los valores en la relacion m/z de aproximadamente 217 Da
entre las sefiales con masas de 2909.06 Da, 3126.23 Da y 3344.39 Da, asi como entre las
sefiales con masas de 3692.47 Da y 3910 Da, que podria indicar la formacion de un aducto
de sodio y polietilenglicol (PEG), componente encontrado en el detergente Triton,
comunmente utilizado para limpiar espectrometros. Esto podria indicar que las dos moléculas
con mayor intensidad relativa podrian tratarse del mismo componente. Para confirmar esto,
es necesario llevar a cabo el analisis de su secuencia, la cual no pudo ser determinada
posiblemente debido a que algunas proteinas sufren modificaciones postraduccionales que
resultan en el bloqueo del extremo N-terminal con grupos formilo y piroglutamil (Gevaert &
Vandekerckhove, 2000), lo que le impide al PITC adherirse al aminoacido, por lo que seria
necesario utilizar otra técnica como la secuenciacion a partir del extremo C-terminal o
generar la ruptura del péptido en fragmentos mas pequefios a través de la digestion utilizando
a la enzima tripsina para llevar a cabo la secuenciacion de los mismos o utilizando enzimas
como aminopeptidasas piroglutamato y amino acil péptido hidrolasas para remover los
grupos funcionales del extremo N-terminal (Fowler ez al., 2001.

En la base de datos de ConoServer existen dos toxinas con masas similares a las obtenidas:
la primera, procedente de una conotoxina de 30 aminodcidos clasificada dentro de la
superfamilia génica A llamada Pull4.2 de C. pulicarius, un caracol vermivoro del Indo-
pacifico, con una masa tedrica de 3126.28 Da y un arreglo de Cys XIV, muy similar a la
masa mayoritaria arrojada por el analisis de espectrometria y la segunda, procedente de una
toxina de 25 aminodcidos clasificada dentro de la superfamilia O1 nombrada 4i6.2 de C.
ammiralis, con una masa de 2908.21 Da y un arreglo de Cys VI/VII. El hallazgo de estas
conotoxinas y su notable similitud con los componentes desconocidos podrian sugerir que
estos ultimos presentan una cantidad similar de aminoacidos. Sin embargo, al no tener una
secuencia, no es posible corroborar este supuesto.
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Go6

El perfil cromatografico correspondiente al componente G6 (Fig. 27) mostr6 una sefial
bien definida con una absorbancia de 1050 mAU a 220 nm, lo que indicaba que el
componente presentd un alto grado de pureza. Sin embargo, el espectro correspondiente a
este componente (Fig. 33) mostraba un patron de multiples iones con cargas de +13 hasta
+17 relacionadas con la sefial correspondiente a la masa promedio de 19,109.40 Da del
espectro deconvolucionado. El espectro arrojado por esta molécula hace evidente la
capacidad que la técnica espectrométrica ESI tiene de producir multiples iones cargados, que
incrementan conforme incrementa el peso molecular del analito y, debido al gran tamafio del
componente, es posible que dicho componente se tratase de una proteina celular que no logréd
ser separada del veneno cuando se llevd a cabo la separacion del sobrenadante y el
precipitado, ya que las toxinas encontrados en Conus por lo general presentan de 6 a 40
residuos (Lopez-Vera, 2010). Por otro lado, en el espectro deconvolucionado, también fue
posible observar una sefial correspondiente a un analito con una masa de 337.27 Da que
podria corresponder al detergente Triton en su forma reducida formado por la aduccion del
sodio a una molécula del detergente (Keller et al., 2008).

G7

El perfil cromatografico del componente G7 (Fig. 28) mostrd una sefial relativamente
bien definida, lo que podria interpretarse como un componente purificado de manera
adecuada. Sin embargo, en el espectro obtenido mediante la espectrometria de masas (Fig.
34), se logro observar un patréon de multiples iones con cargas desconocidas con excepcion
de uno que presentaba una intensidad relativa de 100% con una carga de +12 y un alto grado
de contaminacion observable en el espectro convolucionado. Este compuesto presentaba una
masa de 19110.25 Da en el espectro deconvolucionado, muy similar a aquella presentada por
el componente G6 (19,109.40 Da) por lo cual podria tratarse del mismo contaminante
presente en la fraccién G6 (Fig. 27) debido a que presentaban un tiempo de retencion muy
similar (<1%) utilizando el mismo programa de elucidon. Al igual que el componente GO,
podria tratarse de un péptido de aproximadamente de 160 aminoacidos tomando como base
el promedio de los veinte aminodcidos esenciales, lo cual se aleja de manera notoria del
tamafio promedio de las conotoxinas.
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XI.

XII.

Conclusiones

Se determinaron las masas moleculares de seis péptidos caracterizados en este
trabajo, de los cuales tres corresponden a los componentes mayoritarios hidrofilicos
(25B, 29B y 31B) y tres a los componentes mayoritarios hidrofébicos (G3, G6 y G7).

Se logro caracterizar de manera parcial la estructura primaria del péptido 31B, un
componente previamente no descrito de acuerdo a la base de datos de BLAST y
ConoServer.

El péptido 31B presenta por lo menos cuatro residuos de Cys que conforman al
arreglo XIV y tiene una mayor similitud estructural con los péptidos B¢t/40y LiCr95
pertenecientes a las superfamilias génicas A y O1, cuyos blancos moleculares son
canales de K™ y Na* dependientes de voltaje y receptores de RnACh, que indicaria
que 31B podria tratarse de una toxina hidrofilica relacionada con la inhibicion de la
transmision neuromuscular de la presa.

Las técnicas de espectrometria de masas y la degradacion de Edman deben realizarse
en conjunto para llevar a cabo la caracterizacion de un péptido.

Es necesario contar con una mayor cantidad de material para poder llevar a cabo la
caracterizacion completa de los componentes purificados.

Perspectivas

Una estrategia para obtener mas veneno del organismo sin sacrificarlo seria a través
del “ordefiamiento”, que a su vez podria brindar una fuente de veneno constante.

Los conopéptidos se deben reducir y alquilar para confirmar la presencia de residuos
de Cys presentes en las secuencias.

Se debe demostrar la actividad de las toxinas sobre diferentes subtipos de RnACh
para la identificacion de los blancos moleculares. Una estrategia es la expresion
heteréloga de éstos RnACh en ovocitos de Xenopus laevis, y su posterior evaluacion
electrofisiologica por medio de la técnica de fijacion de voltaje con dos micro
electrodos.

Para obtener la secuencia de G3, es necesario fragmentar al péptido a través de la
digestion de la tripsina y desbloquear su extremo N-terminal con las enzimas amino
acil péptido hidrolasa y aminopeptidasa piroglutamato, o llevar a cabo la
secuenciacion a partir del extremo C-terminal.

Para determinar la superfamilia génica de los componentes, es necesario obtener el
prepropéptido a través de los transcritos presentes en C. fergusoni.
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XIV. Anexos

Anexo 1. Ejemplos de conopéptidos analgésicos.

Nombre Especie de Superfamilia Famlh’a . Arreglo BlaIECO Referencia
Conus Farmacoldgica | de Cys especifico
MVIIA Olivera et
(Prialt™) C. magus Ol ® VI/VII | Ca,2.1 Ca,2.2 al., 1985
( 5&73“3)6) C. catus 0l ® VIVII | Ca2.1Ca2.2 i‘le“;‘(s)oeé
Contuléquma- C C ND ND Receptor de Craig et
(CGX-1160) geographus neurotensina al., 1999
MrIA C. T X Trans%(;rtador Sharpe et
(Xen-2174) | marmoreus X norepinefrina | %2003
Conant((})quma- C. B1 ND ND Receptor de | Donevan et
(CGX-1007) geographus NMDA al., 2000
Receptores
Vel.l Lo GABAg Callaghan
(ACV-1y | C victoriae ND . I acopladosa | et al, 2008
proteinas G
MrVIB C. Wilson et
- marmoreus al.,
(CGX-1002) o1 n VI/VIL Na,1.8 2011

Anexo 1. Se muestran algunos ejemplos de conopéptidos utilizados como analgésicos en el tratamiento del
dolor neuropatico. En la primera columna se observa el nombre del componente seguido por el nombre de su
patente en paréntesis; en la segunda, se menciona la especie en la cual fue encontrado el componente; en la
tercera, la superfamilia génica a la que pertenece el péptido; en la cuarta, la familia farmacologica a la que
pertenece el péptido; en la quinta, el blanco especifico de la toxina y en la sexta, las referencias de las
publicaciones donde se encontraron dichos hallazgos (tabla modificada de Layer ef al., 2006).
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Anexo 2. Modificaciones pos-traduccionales de aminodcidos conocidas para las toxinas de Conus.

Modificacién
postraduccional
L-4,5-ditionorvalina
Acido 2-amino-DL-dodecanoico
2-2-dimetiltiazolidina
3-(S)-fenil-prolina
3-yodotirosina
4-(R)-1-naftilmehil-prolina
4-(R)-amino-prolina
4-(R)-benzil-prolina
4-(R)-betainamidil-prolina
4-(R)-fluoro-prolina
4-(R)-guanidino-prolina
4-(R)-fenil-prolina
4-(S)-amino-prolina
4-(S)-fluoro-prolina
4-hidroxiprolina
5-(R)-fenil-prolina
Acido 5-amino-3-oxo-pentanoico
5-hidroxi-lisina
Acido alpha-aminobutirico
Dimetilarginina asimétrica
Benzoilfenilalanina
Bromotriptéfano
Amidacion del extremo C-terminal
Puente de C [C2 insaturado] (mitad)
Puente de C [C4 saturado] (mitad)
Puente de C [C4 insaturado] (mitad)
Puente de C [C7 insaturado] (mitad)
D-alanina
D-leucina
D-fenilalanina
D-triptofano
D-tirosina
Diyodotirosina
Acido gamma-carboxiglutamico
Gamma-hidroxi-D-valina
Serina glicosilada
Treonina glicosilada
N-acetato (en extremo N-terminal)
Norleucina
Oxometionina
Acido piroglutamico
Selenocistina (mitad)
Sulfotirosina

Anexo 2. Modificaciones pos-traduccionales de aminodcidos conocidas para las toxinas de Conus (modificado
de http://www.conoserver.org/?page=about_conotoxins&bpage=ptm).
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Anexo 3. Arreglos de Cys presentes en conotoxinas.

Arreglo Patron de Cys # de Cys Conectividad
1 CC-C-C 4 [-111, 1I-1V
11 CCC-C-C-C 6
111 CC-C-C-CC 6
v CC-C-C-C-C 6 -V, [I-111, IV-VI
\% CC-CC 4 [-111, 1I-1V
VI/vVil C-C-CC-C-C 6 -1V, 1I-V, 1TI-VI
VIII -C-C-C-C-C-C-C-C-C 10
IX C-C-C-C-C-C 6 -1V, 1I-V, 1I-VI
X CC-C.[PO]C 4 -1V, II-111
XI C-C-CC-CC-C-C 3 -1V, II-1V, 1I-VII, V-
VIII
XI1 C-C-C-C-CC-C-C 3 [-1V, II-VI, HI-VII, V-
VIII
XIII C-C-C-CC-C-C-C 8
X1V C-C-C-C 4
XV C-C-CC-C-C-C-C 8 [-111, 1I-1V
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 CC-C-C-C-CC-C-C-C 10
XXI1I C-C-C-C-C-C-C-C 8
XXIII C-C-C-CC-C 6
XX1V C-CC-C 4
XXV C-C-C-C-CC-CC 6
XXVI C-C-C-C-CC-CC 8

Anexo 3. Arreglos de Cys conocidos en conotoxinas. La primera columna indica el patron que presenta, la segunda
el nimero de Cys, la tercera el mimero de Cys que contiene el arreglo y la cuarta muestra las diferentes conectividades

entre residuos

de

Cys que puede

exhibir el

http://www.conoserver.org/?page=classification&type=cysteineframeworks).

arreglo (modificado de
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Anexo 4. Clasificacion de conotoxinas.

Superfamilia
génica

Arreglo de Cys

Familia
farmacolégica

Blancos especificos

LI, IV, VI/VII,

o, al, aA, K, p

RnACh; canales de Na™ y K™ dependientes

A X1V, XXII de voltaje, receptores adrenérgicos Alphal
B1
B2 VIII
B3 XXIV
C
D XX aD RnACh
E XXII
F
G XIII
H VI/VII
11 VI/VII, X1 1 Canales de Na" dependientes de voltaje
12 X1, XII, X1V K Canales de K* dependientes de voltaje
13 VI/VIIL, X1
J XIV KJ Canales de K* dependientes de voltaje
K XXIII
L XIV, XXIV alL RnACh
M VI}VIIII’,III;&,I;(@V, o v, 1 KM, 1 RnACh, canales éle Na* y K* dependientes
e voltaje
XVI
N XV
I, VI/VII, IX, XII, Canales de Ca®", Na" y K* dependientes de
o1 XIV, XVI 3,7, K 1O, voltzje P
02 VI/VIL, XTIV, XV Y
03 VI/VII
P IX, XIV
Q VI/VII, XVI
S VIII aS,c Receptores de 5-HT; y RnACh
Transportadores de norepinefrina, canales
T LV, X, XVI % &K b de Ca'y RI?ACh
\% XV
Y XVII

Anexo 4. Clasificacion actual de las conotoxinas. En la primera columna se nombran las superfamilias génicas
conocidas; en la segunda, los arreglos de Cys que se conocen para cada superfamilia; en la tercera las familias
farmacoldgicas conocidas para las superfamilias y en la cuarta, los blancos especificos de las familias
farmacoldgicas (modificado de http://www.conoserver.org/?page=classification&type=genesuperfamilies).
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