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Resumen

Resumen

Los organismos marinos han llegado a ser uno de los grupos con mayor potencial en la bus-
queda de nuevos compuestos bioactivos, ya que poseen propiedades unicas y caracteristicas
especiales que no se encuentran presentes en organismos terrestres. La mayoria de las especies
marinas han elaborado a través de su historia evolutiva un sistema de defensa quimica basado
en la produccién de compuestos de alta complejidad molecular, cuya sintesis y almacenamiento
favorece la sobrevivencia del organismo (Thompson ef al, 1983). La familia Conidae es una
familia de moluscos gasteropodos venenosos que contiene uno de los grupos de depredadores

mas exitosos que existen: los caracoles marinos Conus.

Los caracoles depredadores Conus constituyen una especie rica en toxinas y ademas son

uno de los géneros mas diversos (>500 especies). El veneno de estos caracoles estd compuesto
de péptidos que tienen funciones tanto ofensivas como defensivas y de rapida accién sobre el
sistema nervioso central y la unién neuromuscular (Olivera y Cruz, 2001). Estos péptidos han
sido llamados “conotoxinas”. Han pasado ya mas de dos décadas desde que la primer cono-

toxina fue caracterizada bioquimicamente.

En este trabajo se realiz6 la purificacion y caracterizacion quimica de dos péptidos ais-
lados del veneno de la especie Conus spurius recolectada en el Golfo de México, y se evalud el
efecto biolégico de dichas toxinas en diferentes organismos: ratones, moluscos y peces. La
purificacion de las conotoxinas se llevé a cabo mediante HPLC-RP. La estructura primaria se
determiné mediante diversas técnicas como la reduccion y alquilacién, composicion de ami-
noacidos, digestion con quimotripsina y secuenciaciéon automatica basada en la degradacion de
Edman. Se comprob6 la masa molecular por medio de espectrometria de masas. Las secuen-

cias obtenidas fueron:

Péptido  Secuencia de aminoacidos

345t4  GPMYDPILYIIRI-NH,
338r3  CLQFGSTCFLGDDDICCSGECFYSGGTFGICS

El péptido 34Sr4 (conorfamida-Sr4) presenta similitud con otros péptidos obtenidos
anteriormente en el veneno de C. spurius (Maillo-Penalver, 2001), las conorfamidas. En los en-

sayos bioldgicos se pudo observar que el péptido 34Sr4 (CNF-Sr4) presenta actividad tanto en



Resumen

vertebrados como en invertebrados. El comportamiento de los ratones inyectados con el pép-
tido 34S8r4 (CNF-Sr4) es semejante al de ratones inyectados intracranealmente con conorfami-
da-Sr1 la cual, a su vez, produce los mismos efectos que el péptido cardioactivo FMRF-NH,,
por lo que se pudiera pensar que el péptido 34Sr4 es homodlogo a este tipo de neuropéptidos.
Los resultados obtenidos en los bioensayos en moluscos (en caracol Pomacea hiperactividad y
en lapas Patella paralisis) soportan la idea que el péptido 34Sr4 pertenezca a la familia de los
RF-amido péptidos. Cabe mencionar que el péptido 34Sr4 no tuvo efecto en peces, probable-
mente debido a que el Conus spurius es una especie vermivora y, por lo tanto, no es de esperarse
que los componentes de su veneno estén dirigidos a los tipos y subtipos de blancos molecula-

res presentes en los peces.

Si se tratara de un péptido de la familia de los RF-amido péptidos, la actividad de este
péptido en el SNC de mamiferos puede ser una herramienta neuroldgica para entender el papel
de los RF-amido péptidos en estos sistemas y serfa la cuarta conorfamida aislada del veneno de

C. spurius.

El péptido 33St3 (str7a) presenta seis cisteinas en su estructura primaria con el arreglo
caracteristico de la superfamilia Oj; sin embargo hasta el momento es imposible indicar con
seguridad la superfamilia a la cual pertenece este péptido ya que no se conoce la estructura de
su precursor. Comparando la secuencia de aminoacidos obtenida para este péptido con las co-
notoxinas reportadas para la superfamlia O, se puede especular sobre la familia a la cual pudie-

ra pertenecer el péptido 33513 (st7a).

Esté péptido representaria la primera conotoxina perteneciente a la superfamilia O ais-
lada de la especie vermivora Conus spurius. Sin embargo, es necesario identificar su blanco far-

macolégico mediante métodos de electrofisiologia.
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1. Introduccion

Los organismos marinos son uno de los grupos con mayor potencial en la busqueda de nuevos
compuestos bioactivos, ya que poseen propiedades unicas y caracteristicas especiales (sus mo-
léculas son solubles en agua, pequefias y bioldgicamente activas contra patéogenos) que no se
encuentran presentes en organismos terrestres y les confieren propiedades bioldgicas de gran
interés para fines terapéuticos. A lo largo de su historia evolutiva, la mayoria de las especies
marinas han elaborado un sistema de defensa quimica basado en la produccién de compuestos
de alta complejidad molecular, cuya sintesis y almacenamiento favorece la supervivencia del
organismo (Thompson e al., 1983). La defensa quimica en invertebrados marinos ha sido re-
portada por varios autores (Green, 1977; Engel y Pawlik, 2000; Tsukamoto e# 4/, 2001), quie-
nes coinciden en los mecanismos de defensa que los invertebrados marinos han desarrollado a
través de su historia evolutiva es una respuesta a la depredacién y una herramienta en la com-
petencia por espacio. Green y Bakus (1975) asumen que la defensa quimica en invertebrados
marinos es solventada a menudo por productos secundarios del metabolismo, que han sido
alterados y concentrados por seleccion natural durante diversos periodos; es por esto que los
invertebrados marinos han sido reconocidos como una importante fuente de compuestos bio-

activos con alto potencial de explotacién farmacolégica (Garzon, 1993).

En los dltimos 20 afios se han descubierto en los organismos marinos el mayor numero
de nuevas moléculas y muchas de éstas son biolégicamente activas contra patégenos y contra

enfermedades humanas como el cancer, el SIDA, la malaria, etc. (Carballo, 2002).

La farmacologia basada en productos de origen marino se ha desarrollado desde hace
mas de dos décadas en varios pafses (Fenical y McConnell, 1976; Munro e¢f a/., 1989; Huysecom
et al., 1985; Blunt ez al., 1990; Jimeno ef al.,, 1996; Rueda ¢t al., 1997) y se han descrito miles de
productos naturales (como terpenos, esteroles, algunos derivados de aminoacidos, alcaloides
policiclicos, etc.), muchos de éstos activos contra el cancer de pulmoén o de colon, los linfomas,
los melanomas y el SIDA, o con propiedades antibiéticas e incluso antipalddicas” (Faulkner,
1992 y Rinehart, 2000). En la actualidad se conocen especies que constituyen una fuente
potencial de productos biomédicos, como las esponjas Axinella weltneri (Océano Indico) y

Stylotella agminata (Océano Pacifico), efectivas contra el cancer de pulmoén; o como la Clathria

* Fuente: National Institute of Cancer, USA (www.cancer.gov)
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pyramida (Australia), efectiva como antibiético y como espermicida; moluscos como el Elysia
rubefescens (Océano Pacifico), activo contra el cancer de colon y prostata; o tunicados como el
Aplidium  albicans (Mar Mediterraneo) del cual se aislé un péptido ciclico denominado
deshidrodidemnina B o aplidina (DDB) que es activo frente al cancer de prostata —este
compuesto fue introducido en Fase clinica I, en enero de 1999 por la companfa de
biotecnologia marina Pharma-Mar. Una de las sustancias mas prometedoras es la ET-743,
compuesto que ha sido aislado del tunicado Ecteinascidia turbinata (Mar Caribe y Mar
Mediterraneo). Este compuesto esta actualmente en Fase II (Rinehart, 2000) y es activo contra

cancer de pulmoén, de mama y contra el melanoma.

Sin embargo, la investigacion sobre los productos naturales en organismos marinos esta
todavia en sus comienzos, si la comparamos con la larga tradiciéon que existe en el medio te-
rrestre, donde diversas fuentes naturales de medicamentos han sido intensamente explotadas a
lo largo de los anos (Minale ¢# al, 1976). Las especies marinas representan, aproximadamente,
la mitad de la biodiversidad del planeta y se calcula que el mar contiene alrededor de diez mi-

llones de especies de las que apenas se conoce una pequena parte (Norse, 1995).

Hoy en dia se sabe que los organismos marinos son extremadamente ricos y diversos en
metabolitos secundarios (Ireland e al., 1993) que han sido investigados principalmente por su

actividad antimicrobiana, citotoxica, antitumoral, antiviral y antiinflamatoria.

Los caracoles pertenecientes al género Conus (uno de los géneros mas diversos, con mas
de 500 especies) constituye una fuente abundante de toxinas. Los especialistas encontraron que
el veneno producido por ciertas especies para capturar a sus presas o defenderse de sus depre-
dadores, esta compuesto de péptidos que tienen funciones tanto ofensivas como defensivas y
que actian rapidamente sobre el sistema nervioso central y la unién neuromuscular (Olivera y
Cruz, 2001). Estos péptidos son llamados “conotoxinas”. La primer conotoxina fue caracteri-
zada bioquimicamente en 1978 del veneno de C. geagraphus. Se encontrd que el veneno de Conus
esta compuesto por péptidos pequefios rico en disulfuros (Olivera y Cruz, 2001). El veneno es
el arma mas usada por caracoles piscivoros para atrapar a su presa. El veneno también puede
ser empleado para otros propositos bioldgicos como la defensa contra depredadores o las in-
teracciones de competencia. Conforme evoluciona una especie —debido a un repentino cam-
bio en el ambiente, en la presa, en los depredadores o en los competidores— genera nuevos y

mas poderosos componentes en el veneno. La estrategia basica del veneno sigue siendo la

— 12 —
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misma: pequefas estructuras peptidicas, derivadas por diversificaciéon de algunos genes en la
superfamilia, que afectan potentemente el sistema nervioso de la presa, competidor o depreda-
dor (Olivera y Cruz, 2001). Las conotoxinas son de “alta afinidad”, lo que implica que a pesar
de que se introduzcan pocas toxinas en el organismo de una presa y se diluyan en su aparato
circulatorio, las moléculas son capaces de unirse a su blanco molecular y afectar la movilidad y
funciones del organismo atacado. Debido a estas caracterfsticas muy similares a las propiedades
de algunos farmacos, las conotoxinas tienen un gran potencial en la medicina como modelo
para disefar nuevos y mejores farmacos, pues lo ideal serfa contar con medicamentos que no
tengan efectos secundarios, no requieran ser administrados en grandes cantidades, afecten a un

solo blanco en el organismo y no causen adiccion.

Las toxinas de los caracoles empiezan a ser utilizadas en pruebas preclinicas como anal-
gésicos postoperatorios, relajantes musculares y antiepilépticos preventivos; también estan
siendo estudiadas para tratar embolias, la enfermedad de Parkinson, la hipertension, las arrit-

mias y el asma, entre otras patologfas (Terlau y Olivera, 2004).

Existen mas de 50,000 conotoxinas potenciales en los venenos de las especies del géne-
ro Conus (Gnico género de la familia Conidae) asi que, indudablemente, atun hay mucho por
hacer. En México se encuentran alrededor de 50 especies de estos caracoles y al menos tres de
ellas (C. spurius, C. anstini'y C. delessertii) contienen conopéptidos con estructuras y efectos nun-

ca antes vistos en el mundo (Maillo ez a/., 2002; Aguilar e al., 2005; Zugasti-Cruz ez al., 2000).

Debido al enorme potencial econémico que representan los compuestos de origen ma-
rino, estamos obligados a desarrollar y probar métodos de produccién para poder asegurar el
suministro de estas sustancias al menos durante las fases preclinica y clinica. Hay una gran
oportunidad para el suministro a gran escala de estos productos mediante sintesis quimica.
Hasta la fecha se ha conseguido la sintesis de muchos productos con efectos interesantes desde
el punto de vista farmacolégico, pero, desafortunadamente, muchos productos naturales son
moléculas extremadamente complejas y requieren de procesos muy complicados que hacen
poco viable su produccién a escala industrial. Si se consigue dilucidar la ruta de biosintesis del
compuesto tendriamos otra alternativa, ya que se podrian identificar, aislar, clonar y expresar
en otro organismo huésped los genes responsables de la produccién de los metabolitos. Pero

en muchos casos, s6lo se conocen algunos pasos de reacciones enzimaticas complejas.

13—
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Necesitamos conocer la biodiversidad de forma prioritaria, por razones de conserva-
cién y manejo de zonas litorales, de potencial genético y como fuente de nuevos productos
naturales. Cientos de miles de especies marinas esperan ser descubiertas por los cientificos (el
80% de todas las especies marinas) y pueden atesorar, en forma de moléculas, las sustancias
necesarias para combatir nuestras peores enfermedades. Por eso no deberia sorprendernos
demasiado el hecho de que bajo la superficie del agua, la naturaleza tenga ya solucionados mu-
chos de los problemas que la humanidad intenta resolver. Esta razon, entre otras, reafirma la
necesidad y la importancia de proteger nuestro patrimonio biolégico submarino (Carballo,

2002).
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2. Antecedentes

2.1. Veneno y toxinas

Los caracoles conicos (género Conus) son moluscos marinos que no se distinguen por su velo-
cidad ni por su armamento mecanico, por lo tanto, se vieron forzados a compensar esto con la
elaboracién de poderosos venenos que actuan rapidamente. Los estudios han revelado que
cada una de las 500 diferentes especies de caracoles depredadores Conus tiene su propio vene-
no, complejo y rico en péptidos, que emplea para capturar a sus presas, como defensa y para

actividades de interacciéon competitiva (Terlau y Olivera, 2004).

El veneno de cada especie de Conus consiste en una mezcla compleja de 50 a 200 pépti-
dos diferentes. Las toxinas de los Conus son mucho mas pequefias —de 12 a 35 aminoacidos-
que las toxinas de otros animales venenosos, como por ejemplo: arafias y viboras (de 40 a 80
aminoacidos), pero contienen de igual manera una alta proporcion de cisteina (Cys) en su es-

tructura (Olivera ef al., 1990).

Debido a su tamafio molecular, las conotoxinas se difunden muy rapidamente en los te-
jidos de sus presas y alcanzan sus blancos moleculares en un lapso muy breve. La estrategia
general del veneno es cambiar el funcionamiento del sistema nervioso del animal por la acciéon
de estos potentes agentes farmacologicos, los cuales pueden servir como herramientas molecu-
lares para el estudio de la estructura y funcién del sistema nervioso de vertebrados e inverte-
brados (Olivera ez al., 1990; Olivera, 1997; Mclntosh ez al., 1999). Dado que la funcién de este
veneno es inmovilizar y matar a la presa, el blanco de accién principal de las conotoxinas son

proteinas de membrana responsables de la excitabilidad celular: los canales i6nicos.

2.2. Clasificacion de las toxinas de los Conus
Se pueden observar dos grandes divisiones de las conotoxinas del veneno:

- Ricas en puentes disulfuro.

- Sin o con un enlace disulfuro.

En muchas conotoxinas los residuos de Cys se pueden encontrar en una frecuencia
muy alta. Estos residuos proporcionan una gran estabilidad a la estructura terciaria debido a

que pueden formar puentes disulfuro intramoleculares. El arreglo de Cys en la estructura pri-
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maria esta restringido a unos cuantos patrones; en general, cada patrén corresponde a una co-
nectividad especifica de disulfuros. Ademas, el patréon de cisteinas determina la superfamilia
genética que codifica al péptido y en muchos casos es indicativa del blanco farmacologico del
conopéptido (Terlau y Olivera, 2004). Probablemente existen hasta 10 superfamilias de cono-
toxinas que contienen mas del 80% de todos los péptidos de Conus. Dentro del género, las su-
perfamilias conocidas hasta el momento (A, T, O, M, P, I, S) se han diferenciado funcional-
mente y estructuralmente en familias discretas, cada una con un objetivo farmacologico

especifico.

Cada veneno de los caracoles coénicos piscivoros tiene tres o mas componentes parali-
zantes que interfieren con la transmision neuromuscular. El hecho de que el caracol emplee
diversos componentes para afectar el circuito neuronal, nos da la idea de hacer una exploracién
sistematica en busca de péptidos que puedan afectar la actividad neuronal patologica en huma-

nos (que es lo que ocurre en la epilepsia, por ejemplo) (Olivera y Cruz, 2001).
Los miembros de las familias peptidicas se caracterizan por compartir:

a) un mismo patron de puentes disulfuro y

b) un mismo tipo de sitio de accién (blanco molecular).

Las familias a su vez se agrupan en superfamilias. Los miembros de cada superfamilia
comparten una secuencia de aminoacidos muy conservada (secuencia sefial) a nivel de precur-
sor y los péptidos maduros tienen en general, un mismo patrén de cisteinas (Mclntosh ez al.,
1999). Por lo tanto, las familias representan familias farmacolégicas y las superfamilias corres-

ponden de hecho a superfamilias genéticas.

Los conopéptidos en lugar de contener un gran nimero de residuos de Cys pueden
tener residuos de Y-carboxiglutamato, los cuales son igualmente responsables de su estabilidad
conformacional, al propiciar la formacion de hélices alfa mediante la quelacion de iones de cal-

cio (Lin e al., 1997); o tienen Gnicamente un puente disulfuro.

Dentro de este grupo de toxinas de Conus se encuentran las conorfamidas, las contulakinas
y conantokinas sin puentes disulfuro, y también las congpresinas y contrifanos que contienen un

puente disulfuro.
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Los componentes mas caracteristicos y predominantes del veneno de los Conus son las cono-

toxinas. A continuacion se describen las siete superfamilias de conotoxinas caracterizadas hasta

la fecha:

1) Superfamilia O: contiene seis cisteinas con un unico patrén que corresponde a un

arreglo especifico de puentes disulfuro (C-C-CC-C-C). La superfamilia O abarca distin-

tas familias farmacolégicas que incluyen las @, K, 8, O y y-conotoxinas:

(M-conotoxinas: bloquean diferentes subtipos de canales de Ca* activados por
voltaje; contienen un alto numero de residuos basicos y éstos han demostrado
tener un papel importante en la inhibicién de canales de calcio. Una de las ®-
conotoxinas que bloquean el canal i6énico de calcio activado por voltaje, ®-
conotoxina GVIA, es probablemente la conotoxina mas ampliamente empleada
en neurociencia. Mas de 2000 articulos en la literatura han empleado la ®-
conotoxina GVIA como herramienta farmacoldgica, principalmente para in-
hibir la transmision sinaptica (Terlau y Olivera, 2004). Las ®-conotoxinas in-
hiben canales de calcio neuronales regulados por voltaje, evitando asi la libera-
cién de neurotransmisores. Existe una enorme variabilidad en los residuos de
aminoacidos diferentes a Cys entre un tipo y otro de ®-conotoxinas lo cual tie-
ne influencia en la actividad de los péptidos. Algunas no tienen efecto en la si-
napsis de mamiferos pero todas paralizan y matan a los peces (Maillo-Penalver,
2001).

K-conotoxinas: tienen como blanco a los canales de K" activados por voltaje.
Esta familia de conotoxinas apenas se ha empezado a caracterizar; sin embargo,
parecen ser bastante selectivas (Terlau y Olivera, 2004). Bloquean al canal de
K" tipo “shaker”. 1a K-conotoxina PVIIA, aislada del C. purpurascens, produce
sintomas excitatotios en ratén y en la presa (pez) actda junto con las o-
conotoxinas causando una hiperexcitacién masiva dando lugar a la paralisis te-
tanica. La lisina (7) y la fenilalanina (9) son importantes en esta conotoxina en

el efecto inhibidor de los canales de potasio.
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d-conotoxinas: retrasan o inhiben la desactivacién rapida de los canales i6ni-
cos de Na" activados por voltaje. Estos canales determinan la forma y la dura-
cién de los potenciales de accion. Esto da por resultado un estado hiperexcita-
do de las células afectadas que eventualmente pueden llevar a una
hiperexcitacion masiva del organismo completo. El mecanismo molecular de
esta accion no esta aun claro (Terlau y Olivera, 2004).

HLO-conotoxinas: inhiben la conductancia del canal de Na" asocidndose al
dominio III (Zorn et al., 2000). Las LO-conotoxinas presentan muchos resi-
duos hidrofébicos al igual que las 8-conotoxinas; la diferencia radica en la se-
cuencia de aminoacidos distintos a cisteinas a lo largo de la secuencia, los cuales
confieren alta selectividad por los diferentes subtipos de canales de Na™ que
existen. La hidrofobicidad de las HO- y 8-conotoxinas puede ser importante
para su mecanismo de accién ademas de ser un sello bioquimico distintivo.
y-conotoxinas: esta familia contiene —junto con las seis cisteinas caracterfsti-
cas de la superfamilia O- un patrén distintivo en su estructura primaria: YCCS.
Presenta un residuo con modificaciéon  postraduccional, gamma-
carboxiglutamato (Gla), el cual se ha encontrado en forma abundante también
en la familia de conopéptidos denominado conantokinas. Este residuo propot-
ciona estabilidad conformacional al propiciar la formacién de hélices alfa. Se
conocen actualmente cuatro Y-conotoxinas, de las cuales unicamente se han
clonado (Conticello e al, 2001) los precursores de dos de ellas: y-PnVIIA
(Fainzilber ez al., 1998) y TxVIIA (Fainzilber e al, 1991; Nakamura e/ al., 19906)
y las secuencias de sus péptidos sefial indican que pertenecen a la superfamilia
O. Estrictamente hablando, sélo puede clasificarse como tal a la y-PnVIIA, ya
que hasta ahora es la unica que ha demostrado tener efecto activador sobre ca-
nales marcapaso. Los canales marcapaso también se denominan “canales acti-
vados por hiperpolarizacion” y se cree que son los causantes de desencadenar
el disparo espontaneo de los potenciales de accion (Fainzilber e al, 1991). Los

péptidos TxVIIA y as7a (Zugasti-Cruz ez al., 2006; Zugasti-Cruz, 2005) también

podrian ser Y-conotoxinas debido a sus efectos biologicos. Por dltimo, el pép-
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tido de7a (Aguilar ez al., 2005) comparte el motivo YCCS, y por lo tanto pudiera

pertenecer también a esta familia.

2) Superfamilia M: tienen seis cisteinas con un tnico patrén (CC-C-C-CC). Esta integra-

da por las familias farmacologicas W, Y y por la KM-conotoxinas:

U-conotoxinas: bloquean las corrientes de Na* compitiendo por el sitio I de
los canales de Na" activados por voltaje —mismo en el que se une la TTX ( te-
trodotoxina) del pez globo y la STX (saxitoxina) del dinoflagelado que causa la
marea roja. Hasta ahora son los unicos péptidos que bloquean las corrientes en
este sitio. Esto sugiere que las [l-conotoxinas son una fuente potencial de anta-
gonistas especificos para el estudio de los diversos tipos de canales de sodio ac-
tivados por voltaje, a diferencia de las 8- y LO-conotoxinas que afectan las co-
trientes originadas por los canales de Na' por otros mecanismos (Cruz et al.,
1985; Terlau y Olivera, 2004). Las [l-conotoxinas actian sobre canales de sodio
activados por voltaje de musculos (Gray ez a/., 1988) y de nervios (Terlau y Oli-
vera 2004). Varias de ellas contienen hidroxiprolina y se encuentran amidadas.
Y-conotoxinas: tienen efecto antagénico en los receptores de acetilcolina. Ac-
tuan en el subtipo muscular de los receptores nicotinicos; son no-competitivas.
Estas conotoxinas se encuentran generalmente en el mismo veneno que con-
tiene a las A-conotoxinas. Las Y-conotoxinas estan mas relacionadas estructu-
ralmente con las [l-conotoxinas que bloquean canales de Na* y con las KM-
conotoxinas que actdan sobre canales de K* (Terlau y Olivera, 2004).
KM-conotoxinas: tienen como blanco molecular a los canales de K" activados

por voltaje (Terlau y Olivera, 2004). Bloquean los canales tipo shaker.

3) Superfamilia A: esta integrada por las familias O, O0lA y KA-conotoxinas. Las dos pri-

meras son antagonistas de receptores nicotinicos de acetilcolina y la tercera es antago-

nista de canales de K'. Esta superfamilia tiene diferentes patrones de cisteinas:

O-conotoxinas: fueron de las primeras en ser descubiertas. Han sido estudia-
das en muchas especies de Conus. Tienen cuatro Cys y por lo tanto, dos puentes
disulfuro (CC-C-C). Han sido clasificadas en tres grupos con base en el nimero

de residuos que presentan entre cisteinas (entre la segunda y tercera Cys, y entre
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la tercera y la cuarta Cys). Las O-conotoxinas son subtipos altamente selectivos
de antagonistas nicotinicos y han probado ser agentes farmacolégicos valiosos
para discriminar entre isoformas relacionadas cercanamente de receptores nico-
tinicos de acetilcolina (Terlau y Olivera, 2004). Se han reportado O-conotoxinas
que antagonizan exclusivamente receptores nicotinicos de acetilcolina de tipo
muscular, como aquellas que solamente antagonizan receptores nicotinicos
neuronales (Maillo-Pefalver, 2001). En general, las 0-conotoxinas de Conus pis-
civoros inhiben los receptores nicotinicos musculares en mamiferos (Martinez
et al., 1995), mientras que los receptores nicotinicos neuronales son inhibidos
por O-conotoxinas de especies de Conus molusquivoros (Fainzilber ez al., 1994).
Esta familia es la mas esparcida en el género (Olivera, 2002).

® OA-conotoxinas: presentan seis residuos de cisteinas con el patréon CC-C-C-C-
C. Son competidoras antagonistas de receptores nicotinicos. Todos los pépti-
dos pertenecientes a esta familia que se han caracterizado actian en el subtipo
muscular de los receptores nicotinicos (Terlau y Olivera, 2004).

® KA-conotoxinas: tienen el mismo patrén de cistefnas que las 0lA-conotoxinas.
Las KA-conotoxinas son péptidos O-glicosilados en serina. Bloquean canales de
K" en peces y anfibios el cual se identificé recientemente como el canal Kv1 ti-
po shaker (Smith, 2000).

® p-conotoxinas: son antagonistas del receptor adrenérgico -1 el cual es un re-
ceptor acoplado a proteina G. Su arreglo de Cys es CC-C-C y probablemente
pertenecen a la superfamilia A (Terlau y Olivera, 2004). La unica p-conotoxina
caracterizada hasta el momento es la p-TIA; es muy parecida a una 04/7 (cuyo
arreglo de cisteinas es -CCX,CX,C-). Esta subfamilia de O-conotoxinas actua

antagonizando no competitivamente los receptores adrenérgicos alfa (1B)

(Chen ¢ al., 2004).

4) Superfamilia S: estd constituida por la G-conotoxina GVIIIA y recientemente por la

0S-conotoxina RVIIIA. La 0-conotoxina GVIIIA es un conopéptido inusual que con-
tiene un residuo con modificacién postrasduccional, bromotriptofano, el cual tiene

gran afinidad al receptor antagonista 5-HT; (receptor de serotonina). Contiene diez cis-
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teinas, todas separadas (Terlau y Olivera, 2004). La aS-conotoxina RVIIIA es bioqui-
micamente Unica con respecto a su secuencia de aminoacidos (47 residuos), modifica-
ciones postraduccionales (dos Y-carboxiglutamatos) y blanco molecular; pero comparte
el mismo patrén de cisteinas que la G-conotoxina. Exhibe una especificidad muy am-
plia en subtipos de receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR). La 0S-RVIIIA de-
fine una nueva familia de antagonistas nicotinicos dentro de la superfamilia S (todas las
conotoxinas previamente caracterizadas que son antagonistas competitivos de nAChR

habian sido miembros de la superfamilia A) (Teichert ez al., 2005).

5) Superfamilia T: tiene blancos moleculares diferentes. Contiene cuatro cisteinas con
dos patrones distintos. Las ¥-conotoxinas o A-conotoxinas (C-C-CPC) actian en el
transporte de norepinefrina, inhibiendo a los transportadores de noradrenalina depen-
dientes de Na". No afecta el transporte de dopamina ni de serotonina (Sharpe e al.,
2001, 2003). Las T-conotoxinas o &-conotoxinas (CC-CC) bloquean canales de Ca®*

presinapticos (Terlau y Olivera, 2004).

6) Superfamilia P: incluye a los péptidos espasmédicos. Su blanco molecular no ha sido

identificado (Lirazan ez al., 2000). Contiene seis Cys con un solo patron (C-C-C-C-C-C).

7) Superfamilia I: de caracterizacion reciente, presenta un nuevo patrén de cisteinas con
ocho residuos. Se han diferenciado dos tipos de conotoxinas en esta superfamilia: una
que bloquea canales de K™ (Kauferstein e# a/, 2003) y otra que modula positivamente
canales de potasio dependientes de Ca®*, la K-BtX (Fan e 4/, 2003). Son conotoxinas

mas grandes, de 30 a 50 aminoacidos.

En general, todas las superfamilias tienen un arreglo caracteristico de residuos de cistei-
nas, exceptuando a las superfamilias A y T cuyos miembros pueden contener dos arreglos de

cisteinas distintos, pero tienen la misma secuencia sefial altamente conservada.

Conopéptidos
Este grupo de toxinas de Conus contienen unicamente dos o ningun residuo de cisteina. Se di-

viden en cinco grupos que se describen a continuacion.
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Las conorfamidas presentan similitud con los miembros de la familia de los RF-amido
péptidos, algunos de los cuales activan canales de Na" activados por protones (DEG/ENAC).
En el 2002 se caracteriz6 la conorfamida Srl (aislada de C. spurius); sin embargo el blanco mo-
lecular de ésta no se conoce. El péptido tiene 12 aminoacidos, no contiene residuos de cisteina

y se encuentra amidado (Maillo ez a/., 2002).

El conopéptido mejor caracterizado es la conantokina-G (antokin, vocablo filipino que
significa suefio) y actua en el receptor de NMDA (N-metil-D-aspartato). Este péptido pone a
ratones jovenes a dormir y a los mas grandes les provoca hiperactividad lo cual sugiere la pre-
sencia de diferentes subtipos de receptores de NMDA en animales jovenes y adultos. La co-

nantokina-G es un péptido lineal, pequefio, de 17 aminoacidos, sin puentes disulfuro. La carac-

terizacion bioquimica del péptido reveld cinco residuos de un aminoacido no estandar, el Y-
carboxiglutamato (Gla). El descubrimiento de Gla en la conantokina-G establece la presencia
por primera vez de Gla en un sistema invertebrado. Los residuos de Gla proveen la estabilidad
estructural para formar la conformacion helicoidal. La conantokina-G también es un potente
anticonvulsionante y se ha probado clinicamente en humanos para su uso terapéutico. Es anta-
gonista competitivo del receptor de NMDA (Terlau y Olivera, 2004). La familia de las conan-
tokinas ha demostrado tener potencial terapéutico para la epilepsia (Olivera y Cruz, 2001; Ji-

ménez ¢t al., 2002).

La contulakina-G presenta similitud con los miembros de la familia de las neurotensi-
nas. Se cree es agonista especifico de subtipo del receptor de la familia de los péptidos de la
neurotensina. No contiene residuos de Cys (Terlau y Olivera, 2004). La conantokina-G y la

contulakina-G se estan desarrollando para tratar la epilepsia y el dolor (Terlau y Olivera, 2004).

Las conopresinas (conopresina-G y conopresina-S) son agonistas del receptor de va-
sopresina. Contienen un puente disulfuro. Las conopresina-G tienen actividad biolégica muy
similar a la provocada por las hormonas neurohipofisiarias vasopresina y oxitocina de verte-
brados. Es el primer péptido del veneno de un Conus homologo a un neuropéptido enddgeno

(Cruz et al., 1987).

Los contrifanos tienen presencia de D-aminoacidos en algunos de sus residuos. Cuen-
tan con un puente disulfuro en su estructura. El contrifano-Vn, modula la actividad de canales

de K" activados por voltaje y dependientes de Ca®* (Terlau y Olivera, 2004).
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Otros componentes
Ademas de los péptidos, se ha encontrado serotonina en el veneno de C. iperialis (England ez

al., 1998) y altos niveles de acido araquidénico en el veneno de C. fextile (Nakamura et al.,

1982).

Tabla 1. Superfamilias de conotoxinas y familias que se han asignado a cada una de ellas

Superfamilia Arreglo de cisteinas ~ Familia Actividad farmacologica

A CC-C-C o Antagonista, receptor nicotinico de acetilcolina
CC-C-C-C-C oA Antagonista, receptor nicotinico de acetilcolina
CC-C-C-C-C KA Bloquea canal de K* activado por voltaje
CC-C-C p Antagonista, receptor adrenérgico 011B

T CC-CC T (€) Bloquea canal de Ca?* presinaptico
C-C-CPC % (\) Inhibe transporte de norepinefrina

o C-C-CC-C-C ) Inhibe canal de Ca?* activados por voltaje
C-C-CC-C-C K Bloquea canal de K* activados por voltaje
C-C-CC-C-C K Retrasa inactivacion, canal de Na* activado por voltaje
C-C-CC-C-C uo Bloquea canal de Na* activado por voltaje
C-C-CC-C-C Y Modula canal marcapaso

M CC-C-C-CC u Bloquea canal de Na* activado por voltaje
CC-C-C-CC ' Antagonista, receptor nicotinico de acetilcolina
CC-C-C-CC ™ Bloquea canal de K* activado por voltaje

P C-C-C-C-C-C Espasmoédicos  ¢?

I C-C-CCc-Ccc-C-C Excitatorios Canal de K* ¢?
C-C-Cc-Ccc-cC xI Modula canal de K* activado por voltaje dependiente de Ca?* (Tipo BK)

Bloquea canal de K* Kv1.1 y Kv1.3

S C-C-C-C-C-C-C-CCC ¢ Antagonista, receptor 5-HT3

No asignada C-C Conopresinas  Agonista, receptor vasopresina-oxitocina

No asignada C-C Contrifanos Modula canal de K*
No cisteinas Conantokinas  Antagonista NMDAR
No cisteinas Contulakinas ~ Agonista, receptor de neurotensina
No cisteinas Conorfamidas  Activa canales de Na* ¢?

Clasificacion basada en posicién y numero de cisteinas.

2.3. Actividad biolégica

De acuerdo a la actividad biolégica de las conotoxinas en modelos animales, éstas pueden ser

agrupadas dentro de tres categorias basicas:

1) las que producen efectos excitatorios,
2) las que producen paralisis y

3) las que inhiben circuitos sensoriales.
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De las conotoxinas cuya funcién se ha demostrado, los principales sitios de acciéon son de
tres clases:

1) Canales i6nicos activados por voltaje: algunas conotoxinas provocan un retraso en
la desactivacion del canal de Na* y otras bloquean especificamente canales de Na”,
K" y Ca®"; también hay conotoxinas que modulan canales de K dependientes de
Ca™".

2) Canales i6nicos dependientes de ligando (canal-receptor): existen conopéptidos y
conotoxinas antagonistas de receptores de NMDA, de serotonina asi como antago-
nistas competitivos y no competitivos de receptores nicotinicos.

3) Receptores asociados a proteinas G: ciertas conotoxinas actian como antagonistas
del receptor adrenérgico y como agonistas de receptores de neurotensina y vaso-

presina.

Canales idnicos

La membrana plasmatica tiene permeabilidad selectiva. Moléculas pequefas y no polares como
el oxigeno y diéxido de carbono atraviesan rapidamente la membrana. Moléculas no cargadas y
polares, como el agua, también se difunden a través de ella, pero mas lentamente (Drucker,
2005). En cambio moléculas cargadas, como los iones —no importa qué tan pequefios sean—
casi nunca atraviesan las membranas celulares debido a la capa de hidratacién que los acompa-

na.

Las proteinas de transporte transmembranal se ocupan de transferir solutos que no
pueden atravesar la membrana por difusién simple tales como aztcares, aminoacidos, nucle6-
tidos, iones y algunos metabolitos celulares. Estas proteinas poseen segmentos que atraviesan
la membrana, formando caminos por los cuales los solutos hidrofilicos pueden pasar la bicapa
lipidica sin entrar en contacto con el interior hidrofébico. Existen dos clases de proteinas de

transporte: las proteinas acarreadoras o transportadores y los canales proteicos.

Las proteinas acarreadoras primero se unen con solutos especificos en un lado de la
membrana y luego sufren cambios conformacionales que culminan en la transferencia de los
solutos unidos hacia al otro lado de la membrana (mecanismo parecido al de la interaccion en-
zima-sustrato). En cambio, los canales proteicos forman poros acuosos que traspasan toda la

bicapa lipidica y que cuando se abren permiten el paso de los iones: Na*, K*, Ca>" y Cl' de ma-
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nera selectiva. Los flujos de protones (H") son también importantes pero se emplean poco en

la sefializacién celular.

En el movimiento controlado de iones a través de la membrana plasmatica participan
proteinas membranales de transporte, las cuales se subdividen en canales iénicos, acarreadores
y bombas. Los canales i6nicos se caracterizan por su selectividad y sus mecanismos de compuer-
ta. Los acarreadores acoplan flujos de iones y sustancias organicas. Las bombas trabajan contra

un gradiente de concentraciéon por lo que dependen de la hidrolisis de ATP.

Los canales iénicos son proteinas que permiten el paso de iones a través de las mem-
branas celulares (a favor de su gradiente de concentracion). Estas protefnas son responsables
de la excitabilidad eléctrica de células musculares, cardiacas, esqueléticas y lisas, ademas gobier-
nan los procesos de sefializacion eléctrica en el sistema nervioso y endocrino. El transporte a
través de canales proteicos es rapido debido a que los canales interactian débilmente con el
soluto transportado. Todos los canales i6nicos promueven el flujo pasivo a través de la mem-

brana.

Los canales i6nicos no son simples poros acuosos. En primer lugar, no se encuentran
abiertos de manera permanente, sino que disponen de uno o mas estados conformacionales
estables que representan estados funcionales diferentes. Se ha determinado que los canales i6-
nicos tienen al menos un estado abierto y varios estados cerrados. El transito entre los diferen-
tes estados conformacionales del canal se llama mecanismo de compuerta (gating, en inglés). Los
canales permiten el paso de ciertos tipos de iones, con exclusion de otros, es decir, son selectivos.
En el filtro de selectividad, el ion se desnuda de su capa de hidratacién para establecer enlaces
quimicos débiles (interacciones electrostaticas) con aminoacidos cargados, que tapizan las pa-

redes del canal.

Algunos canales son regulados por la unién de un ligando (canales activados por li-
gando), ya sea un neurotransmisor o una hormona, o por segundos mensajeros que actian por
el lado citoplasmatico. Otros canales son influenciados por cambios en el potencial de mem-
brana (canales dependientes de voltaje) o por el estiramiento de la membrana (canales sen-
sibles al estiramiento). Algunos canales son sensibles a dos o mas tipos de estimulos, como

los canales de K" activados por voltaje y por Ca**(Drucker, 2005).
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Los canales pueden estar en uno de los tres estados funcionales posibles: cerrado y ac-

tivable (disponible), abierto y activo o cerrado y no activable (desensibilizado o inactivado).

Los canales i6nicos son susceptibles de ser ocluidos o bloqueados por iones libres, o
moléculas del citoplasma o del medio extracelular. Por ejemplo, el paso a través del canal pue-
de bloquearse por particulas que se unen, ya sea a la boca externa o interna del poro, o en al-
guna otra parte dentro del camino hidrofilico. De manera tipica, las moléculas bloqueadoras

son toxinas o drogas que se originan fuera de la célula.

Los canales i6nicos estain compuestos por una o mas subunidades homoélogas o hetero-
logas. En el caso de los canales de Na' y Ca®" sensibles a voltaje, son monémeros con 4 domi-
nios de seis fragmentos transmembranales estructurados similarmente, que se repiten dentro
de una proteina. Las subunidades o dominios individuales contienen toda la maquinaria nece-

saria para abrir y cerrar el canal.

Los canales de potasio que dependen del voltaje son zetrameéricos. Todos ellos tienen po-
ros i6nicos que permiten el paso de un tipo de i6n de modo exclusivo. Los canales i6nicos pen-
taméricos, como el activado por acetilcolina, estin compuestos de un rosetén de cinco subuni-
dades e incluyen a la gran familia de canales receptores operados por neurotransmisores. Los
canales receptores a acetilcolina (nicotinicos) y los canales receptores ionotrépicos para gluta-
mato y 5-hidroxitriptamina son catidnicos, en tanto que los canales receptores a glicina y

GABA (acido gamma aminobutirico) son aniénicos.

CANALES DE SODIO

Los canales de sodio activados por voltaje (Na,) son los responsables de la transmisiéon del po-
tencial de accién en las fibras nerviosas. La activacién de estos canales es seguida de una inacti-
vacion espontanea: los canales se cierran a pesar de que la despolarizacion persiste. La inactiva-
cién tiene lugar en unos pocos milisegundos y constituye el primer paso hacia la terminacién
del potencial de accién. Una vez hiperpolarizada la célula, debe transcurrir un cierto tiempo
para que los canales de Na" se recuperen de la inactivaciéon. Durante este tiempo (periodo re-
fractario), los canales de Na' no pueden activarse de nuevo y en consecuencia, no se pueden

generar el potencial de accion.
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Los Na, cuentan con una subunidad o y pueden regularse por una subunidad B (3,, B,
y B;). Los Na, tienen sitios a los que se unen toxinas en forma especifica. La tetrodotoxina
(TTX) y saxitoxina (STX) se enlazan al sitio I bloqueando la conductancia del canal. Las toxi-
nas de anémonas marinas y las O-toxinas de escorpiones se enlazan al sitio III y retardan el

proceso de inactivacion. Las B-toxinas de escorpiones se unen al sitio IV y promueven la acti-

vacion del canal (Gray e al., 1988)

CANALES DE CALCIO

Los canales de calcio activados por voltaje (Ca,) estan presentes en todas las células excitables
(neuronas, células musculares y endocrinas), asi como también en muchas células no excitables.
Son complejos macromoleculares de 4 6 5 proteinas diferentes. Los Ca, tienen dos funciones

principales: actian como segundo mensajero y se abren cuando se despolariza la membrana.

Los potenciales de accién de la mayor parte de los musculos de invertebrados y del
musculo liso de vertebrados se logran a través de canales de calcio y no de sodio. El calcio re-
gula la actividad secretora de la célula (hormonas y neurotransmisores) y actia como mensajero
intracelular en una gran variedad de procesos celulares (en el corazén, en el muisculo esqueléti-
co), ademas de los efectos que tienen en el potencial de la membrana celular (en algunas neu-

ronas regula el disparo de los potenciales de accion) (Drucker, 2005).

CANALES DE POTASIO

Los canales de K" activados por voltaje (Kv,) son cruciales para la generacién y propagacion
del potencial de accién. Estos canales ayudan a restaurar el estado de reposo después de la
despolarizacion. Ademas, provocan la disminucién de la excitabilidad por su acciéon de hiper-
polarizaciéon. Los Kv, no s6lo son importantes para la segunda fase del potencial de accion, la
cual ocurre por la apertura de canales de potasio que hacen que este ion salga de la célula (re-
cordemos que normalmente los iones de K estin mucho mas concentrados al intetior que al

exterior), sino que también se ven involucrados en reestablecer el potencial de reposo.

Los Kv, son la subfamilia mas diversa entre los canales i6nicos dependientes de voltaje.
Algo que es comun en todos los canales de Kv, es su organizacién. Cada subunidad contiene

seis segmentos transmembranales denominados S1 a S6, una regiéon de poro entre los segmen-

.
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tos S5 y S6; los dominios amino y carboxilo terminales estan del lado citoplasmatico. Los Kv;,
forman tetrameros, es decir, cuatro subunidades O que rodean a un poro central selectivo para
K.

Los Kv, clasicos toman sus nombres a partir de las mutantes de la mosca de la fruta

Drosophila melanogaster, que se utilizaron para aislar estas clonas. En este sentido se tienen las

subfamilias shaker, shab, shaw'y shal.

La familia de péptidos que bloquean a los canales de Na, al parecer se encuentra am-
pliamente conservada en un gran numero de especies de Conus. En contraste, familias de co-
nopéptidos divergentes estructural y genéticamente bloquean a los canales de K* en diferentes

especies (Terlau y Olivera, 2004).

RECEPTOR DE GLUTAMATO

Se encuentran particularmente en el sistema nervioso central y participan en sinapsis excitado-
ra. Bl glutamato es el neurotransmisor mas abundante en el cerebro y media mas del 50% de la
transmision sinaptica en el sistema nervioso de los vertebrados. La neurotransmision a través
de glutamato esta implicada en casi todos los aspectos del funcionamiento normal del cerebro,
incluyendo la memoria, el movimiento, el desarrollo y la neurodegeneracién La neurotransmi-
sién anormal de glutamato forma parte de la patofisiologia de la mayor parte de los desérdenes
psiquiatricos incluyendo la epilepsia, la esquizofrenia, las adicciones, la depresion, la ansiedad y
el mal de Parkinson (Olivera y Cruz, 2001).

La mayor parte de las sinapsis responsables de la transmisién rapida y excitatoria en
vertebrados usa glutamato como neurotransmisor para la activacion de los canales idnicos aso-
ciados a este tipo de receptor ionotropico. Se conocen varios tipos y éstos se han clasificado
segun el agonista que los activa. Tres de ellos se han definido por los efectos excitatorios (des-

polarizantes) de agonistas especificos:

- N-metil-D-aspartato (NMDA)
- kainato

- quiscualato (0 AMPA, el nombre de otro agonista mas especifico)

Los receptores glutamatérgicos de NMDA son permeables a sodio, potasio y calcio y

son bloqueados por magnesio.
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Se ha visto que la glicina, aminoacido con propiedades inhibidoras, a concentraciones
muy bajas, facilita los efectos del NMDA (excitadores) y que drogas como la ketamina (agente
anestésico) y la fenciclidina (droga que produce alucinaciones), son antagonistas del receptor de

NMDA (Brailowsky, 1999).

RECEPTOR DE ACETILCOLINA (ACH)

Los receptores colinérgicos han sido divididos en dos tipos:

- los muscarinicos que son receptores metabotrépicos y

- los nicotinicos que son receptores o canales ionotrépicos

Estos términos se refieren a los efectos de la muscarina, sustancia proveniente de un
hongo (Amanita muscaria) que tiene efectos similares a los de la nicotina, contenida en el tabaco.
LLa muscarina en general estimula receptores metabotrépicos colinérgicos mientras que la nico-

tina primero estimula y después la respuesta disminuye (desensibilizacion).

Existen neuronas que responden a la acetilcolina en muchas partes del cerebro y, de
acuerdo con la region, este neurotransmisor puede tener efectos excitadores o inhibidores. El
receptor nicotinico es un canal i6nico activado por ACh. Esta bien establecido que la acetilco-
lina es el transmisor a nivel de la unién neuromuscular y en muchas areas del sistema nervioso

autonomo (SNA).

Se ha relacionado a la acetilcolina con funciones mnésicas (las ligadas a la memoria), asi
como en la transmisiéon del dolor, el calor y los sabores. También en la regulaciéon de los mo-

vimientos voluntarios y el control del ciclo suefio-vigilia (Brailowsky, 1999).

La unién de acetilcolina o nicotina al receptor induce un cambio conformacional que
permite la entrada de sodio a la célula, lo cual causa la despolarizacion de la membrana plasma-

tica. El receptor nicotinico de acetilcolina es un pentamero formado por diferentes subunida-

des @, B, 7, O y €. Se conocen receptores nicotinicos musculares y neuronales (Stryer, 1995).

RECEPTOR DE SEROTONINA
Desde el punto de vista historico, la serotonina (cuyo nombre cientifico es 5-hidroxitriptamina

o 5-HT) ha sido el neurotransmisor que mas ha influido en el campo de la neuropsiquiatria.
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Cuando se detect6 la presencia de la 5-HT en el cerebro aparecieron las teorfas que relaciona-
ban a este neurotransmisor con varias formas de enfermedades mentales (Brailowsky, 1999).
La serotonina es un neurotransmisor que interacciona con una serie de receptores, para modu-
lar muchos procesos tanto en el sistema nervioso central como en el periférico de mamiferos,
ejemplo de esto son las respuestas del comportamiento emocional como la ansiedad o depre-

sién y neuropatias como la migrana (Stone, 1995).

La respuesta obtenida después de estimular los ntcleos serotoninérgicos puede consis-
tir, por un lado, en una inhibicién (hiperpolarizacién membranal) provocada por el aumento de
la permeabilidad (conductancia) al K o, por el otro, en una excitacién en la que aumenta la
frecuencia de disparo (asi se le llama al incremento en la ocurrencia de los potenciales de ac-
cién) por entrada de sodio (despolarizacion). Se han descrito tres tipos principales de recepto-
res a la serotonina: 5-HT,, 5-HT, y 5-HT;. L.a mayoria de ellos son postsinapticos (Brailowsky,

1999).

De estos receptores de serotonina, sélo uno, el receptor 5HT; es un canal i6nico acti-
vado por ligando, el resto son receptores acoplados a proteinas G. El receptor 5HT es similar
a los receptores nicotinicos de acetilcolina tanto funcional como estructuralmente. Reciente-
mente se ha demostrado la utilidad de antagonistas para receptores 5HT; como drogas ansioli-
ticas en pruebas animales y, en primates, estos antagonistas mejoran el desempefio de las acti-

vidades cognitivas (Maillo-Pefialver, 2001).

RECEPTORES ASOCIADOS A PROTEINAS G
Las tres principales catecolaminas (adrenalina, noradrenalina y dopamina) se distribuyen de
manera diferente en el interior del sistema nervioso, es decir, hay areas donde son muy abun-

dantes Yy en otras son muy escasas.

En 1946 se identificé el verdadero transmisor de los nervios de la divisién simpatica del
SNA: la noradrenalina. Estas células estan asociadas a centros de regulaciéon auténoma, por una
parte a las funciones respiratorias, cardiovasculares y viscerales, y por otra a estructuras hipota-

lamicas mas anteriores (Brailowsky, 1999).
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2.4. Generalidades de los moluscos

Phylum Mollusca
Los miembros del phylum Mollusca figuran entre los invertebrados mas notables e incluyen
formas tan conocidas como las almejas, las ostras, los calamares, los pulpos y los caracoles. Se

hicieron populares durante los siglos XVIII y XIX gracias a los coleccionistas de conchas

(Barnes, 1969).

En cuanto a la abundancia de especies, los moluscos constituyen uno de los phyla mas
grandes de invertebrados junto con los artropodos. Han sido descritas mas de 100,000 especies
vivientes y ademas se conocen unas 35,000 especies fosiles (Barnes, 1969). Los gasterépodos y
los monoplacéforos surgieron en la época temprana del Cambrico, hace aproximadamente 450
millones de afios; esto sugiere que descienden de un ancestro comun que no tenfa concha y no

dejo evidencia alguna de su existencia en el registro fosil.
El Phylum Mollusca esta dividido en siete clases diferentes:

1) Aplacophora (moluscos sin concha externa).

2) Monoplacophora (conchas de una pieza).

3) Gastrépoda (caracoles).

4) Pelecypoda, Bivalvia o Lamelibranchia (almejas).
5) Cephalopoda (pulpos y calamares).

6) Polyplachophora (quitones).

7) Scaphopoda (conchas en forma de colmillo).

Tabla 2. Clasificacién taxonémica de Conus spurins

Reino Animalia, animal, animals, animax
Phylum Mollusca, molluscs mollusks mollusques, molusco
Clase Gastropoda, Cuvier, 1797, caracol, caramujo, escargots, gastéropo-
des, gastropods, lesma, limaces, slugs, snails
Subclase Prosobranchia Mine-Edwards, 1848
Orden Neogastropoda
Familia Conidae Rafinesque, 1815
Género Conus Linnaeus, 1758
Especie Conus spurius Gmelin, 1791, alphabet cone
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Clase Gastropoda
Casi la mitad de las 40,000 especies de gasterépodos conocidas son marinas, cifra a la que se

deben afiadir unas 15,000 formas fosiles. Esta clase es sin duda la mas rica entre los moluscos.

Los gaster6podos han experimentado la mas amplia radiaciéon adaptativa entre todas las
clases de moluscos. Si tenemos en cuenta la gran variedad de habitats invadida por los gastero-
podos, procede aceptar desde luego que estos animales son los mas prosperos entre todos los
moluscos. Las especies marinas se han adaptado a vivir en todos los tipos de fondos, asi como
a una existencia pelagica natatoria. Muchos de ellos han invadido el agua dulce, y los caracoles
pulmonados —que incluye cerca de un millar de géneros- han conquistado la tierra al perder

sus branquias y convertir la cavidad del manto en un pulmén (Barnes, 1969).
Los gasteréopodos modernos se subdividen en tres subclases:

1. Prosobranchia: incluye todos los individuos que respiran por branquias en
los cuales cavidad, manto, branquias y ano se encuentran situados en la parte
anterior del cuerpo, en otras palabras, aquellos cuya torsion es evidente. La
mayor parte de los gaster6podos son prosobranquios.

2. Pulmonata: incluye los caracoles terrestres. Esta subclase ha conservado la
posicion anterior de postorsion del ano y cavidad del manto, pero las bran-
quias han desaparecido, y la cavidad del manto se ha transformado en pul-
mon.

3. Opisthobranchia: se observan diferentes etapas de distorsién, y muchas de
sus especies han adoptado simetria bilateral secundaria. Se observa en esta
variedad de animales una disminucién o ausencia de la concha y cavidad del
manto, y en muchos miembros se distingue la seleccion de una existencia
pelagica o natatoria. Los individuos mas conocidos de esta subclase son las

liebres y babosas de mar (nudibranquios).
Las ultimas dos subclases evolucionaron a partir de la subclase Prosobranchia.

La concha tipica del gasteropodo es una estructura conica compuesta de espiras tubu-
lares, que contiene en su interior la masa visceral del individuo. La concha protege los 6rganos
internos subyacentes o la masa visceral y se origina como producto de la secrecion del epitelio

superficial del manto (Barnes, 1969).
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La concha del gasterépodo tipico esta compuesta de tres capas:

1. Una externa llamada peridstraco: es delgada y esta compuesta de una sustancia
organica cornea conocida como conquiolina; puede ser muy delgada y transpa-
rente o fibrosa.

2. Una media prismatica llamada mesdstraco, de naturaleza calcarea y formada
principalmente por carbonato de calcio.

3. Una interna llamada capa nacarada o endéstraco, de naturaleza calcarea e inte-

grada principalmente por carbonatos de magnesio, fésforo, silice y calcio.

El carbonato de calcio, principal componente de la concha, se precipita en forma de
calcita y aragonita. La precipitacion de estas sales se lleva a cabo formando capas prismaticas,
columelares, foliares o laminares que se integran a la concha en intervalos ciclicos, tanto en

tamafio como en espesor, y dan lineas de crecimiento axiales en los gasterépodos (Garcia-

Cubas et al., 1994).

La concha de un gasterépodo es esencialmente un cono enroscado helicoidalmente,
con crecimiento espiral perpendicular al eje del cuerpo, que se refleja conforme al incremento
en el diametro de las vueltas. Sila vuelta es en el sentido de las manecillas del reloj, la torsion se

denomina dextrégira o dextrorsa; si es en sentido contrario, levogira o sinistrorsa.

A la ultima vuelta del cuerpo, generalmente la mas grande, se le conoce como vuelta
corporal y al resto de ella espira. Las vueltas que se suceden después y llegan al 4pice se de-

nominan vueltas apicales.

La unién o contacto entre dos vueltas forma la sutura y el limite que se aprecia superfi-
cialmente entre las dos vueltas se designa linea de sutura, que puede ser lisa o ligeramente
marcada. La fusién de las vueltas en el interior origina una estructura llamada columela, que
sigue la direccion del eje de la concha. Cuando la columela se extiende hacia delante formando

un tubo o canal se denomina canal sifonal.

La abertura de la concha corresponde al orificio situado al final de la vuelta corporal,
por medio de éste el animal extiende su cuerpo al exterior; esta delimitado en su contorno por
el peristoma, en el cual externamente se distingue un borde, labio externo o labro, formado
por la prolongaciéon mas alargada de la concha; opuesto a ¢él, sobre la pared interna de la aber-

tura, hay un labio interno o labium.
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El ombligo es la depresion o hendidura de la concha cercana a la base de la columela,
originada por la fusion incompleta de las vueltas al final anterior o basal. En algunos casos, el
ombligo esta cubierto por un depésito calcareo, denominado callo umbilical. El opérculo es
una placa cornea o calcarea adherida firmemente a la parte dorsal del pie; cuando el animal se
retrac queda taponada la abertura como un mecanismo de proteccion (Garcia-Cubas, ef al.,

1994).
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Figura 1. Esquema de la concha de un gasterépodo

Las conchas de los gasterépodos ostentan una infinita variedad de colores, formas y di-

bujos. Existen dos tipos de ornamentaciones:

1. la escultura axial, con elementos dispuestos paralelamente al eje de la concha

ii. yla escultura espiral, que es perpendicular a la anterior.

Conus

Los Conus habitan predominantemente aguas templadas y tropicales en el Atlantico occidental
y zonas del Indo pacifico (Barnes, 1969). Viven en los fondos lodosos y arenosos, prefieren las
aguas superficiales con arrecifes de coral y los sitios bajo las rocas. Unas 50 especies de Conus
se encuentran en aguas americanas (Abbott y Dance, 1990). Los cénidos son en general de
habitos nocturnos, durante el dia se entierran en la arena o bajo los corales y por las noches

salen a cazar (Lira-Galera ez al., 1989).
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Existen alrededor de 500 especies conocidas de Conus equipadas con un aparato vene-
noso altamente especializado que emplean para capturar y paralizar a su presa. Algunos conos
de los océanos Indico y Pacifico pueden causar picaduras severas e incluso mortales. Los co-

nos americanos tienen un aguijon menos peligroso (Abbott y Dance, 1990).

Los conidos son predadores rapaces y se alimentan capturando a sus presas mediante
su aparato radular que se encuentra modificado para funcionar como un arpén venenoso. El
caracol s6lo puede “picar” cuando tiene la cabeza totalmente fuera de la concha. La probéscide
muscular es la que lanza el arpon (diente radular modificado). Los dientes radulares son dese-

chables, sélo se utilizan una vez (Lira-Galera ¢z al., 1989).

Los caracoles coénicos son animales de cuerpo blando que presentan simetria bilateral

no segrnentada Yy poseen tres regiones:

1) cabeza,
i)  ple ventral y
iif)  masa visceral dorsal cubierta por el manto, el cual tiene la funcién de secretar el

exoesqueleto o concha (Garcia-Cubas ef al., 1994).

La respiracion se realiza por medio de una branquia. La concha asimétrica y su trans-
porte causaron cierta oclusion de la cavidad del manto en el lado derecho, lo que a su vez pro-

voco la reduccion o pérdida de la branquia derecha y de la auricula asociada con ésta.
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Figura 2. Esquema anatémico de un gasterépodo
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Presentan un sistema circulatorio abierto donde la sangre pasa de la branquia hacia la

auricula. Dos vasos sanguineos discurren por el eje de la branquia:

1. el vaso aferente portador de sangre para esta tltima estructura y

i. el vaso eferente que drena la branquia.

La sangre posee amebocitos, asi como un pigmento respiratorio llamado hemocianina
que contiene dos atomos de cobre para transportar una molécula de oxigeno. La sangre de
estos animales es isosmotica con el agua de mar, y cuando se les coloca en aguas salobres la
concentracién sanguinea simplemente se iguala con la del medio. Como resultado de la torsion,

el corazén de los gasterépodos esta situado anteriormente en la masa visceral.

La digestion tiene lugar intracelularmente en las células de los tubos distales. El aparato
digestivo esta provisto de una radula y un hepatopancreas. El intestino, largo y enrollado, tiene
como funcién principal la formacién de bolitas fecales. El ano se abre en la region dorsal me-
dia del borde posterior de la cavidad del manto y los desechos son expulsados por medio de la
corriente exhalante. La excrecion se lleva a cabo por medio de 6rganos renales. Los gasterépo-
dos acuaticos, como casi todos los demas invertebrados acuiticos, excretan amoniaco o com-

puestos de amonio (Barnes, 1969).

El plan basico del sistema nervioso consta de un anillo situado alrededor del eséfago,

del cual surgen un par de cordones que forman ganglios e inervan el manto y la masa visceral

(Figura 3).
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Figura 3. Esquema del sistema nervioso de un gasterépodo
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Estos moluscos ponen sus huevos en el agua o en capsulas. No hay copula, la fecunda-
cién es externa. Los huevos y los espermatozoides al madurar, penetran la cavidad celémica de
donde son transportados al exterior. La fecundacion tiene lugar en el agua de mar circundante.
El cigoto experimenta segmentacion espiral tipica. La gastrula resultante se desarrolla con rapi-
dez para constituir una larva trocéfora (en forma de trompo) libre nadadora. La larva trocéfora
pasa al estado de larva veligera (vida libre), mas altamente desarrollada, en la que el pie, la con-

cha y otras estructuras hacen su aparicion.

Los 6rganos de los sentidos mas comunes son un par de tentaculos, un ojo en la base
de cada tentaculo y uno o dos osfradios que registran cambios quimicos en la corriente de ven-

tilacién que pasa a través de la cavidad del manto.

El pie del gasterépodo tipico es una suela reptante plana que se ha adaptado para la lo-
comocién en gran variedad de sustratos. Se mueve por medio de un deslizamiento sobre el
sustrato, utilizando una combinaciéon de actividad ciliar y de contracciones musculares. Los
cilios son importantes en la locomocién de las formas juveniles y de las especies que habitan en
los fondos blandos. La capacidad principal de movimiento procede de ondas de finas contrac-
ciones musculares que corren de la parte posterior al anterior del pie, o de la anterior a la pos-
terior; cada onda representa un paso diminuto. La mayoria de los gasterépodos —a pesar de
conservar su pie plano reptante- son animales moviles relativamente activos que estain mas
cefalizados que los moluscos de tipo quitén y bivalvo. Las glandulas mucosas abundan en el

pie, desde donde lubrican el sustrato para facilitar la locomocién (Barnes, 1969).

Estos caracoles, Conus, se pueden dividir en 3 grupos de acuerdo al tipo de presa con la

que se alimentan (Kohn ez a/, 1960):

1) Cazadores de peces (piscivoros).
2) Cazadores de moluscos (molusquivoros).

3) Cazadores de gusanos (vermivoros).

La radula se ha convertido en un 6rgano de alimentacién muy desarrollado que actia
como raspador, cepillo, rallador, cortador o transportador. Los Conus tienen radulas
(estenoglosas) con tres dientes (o en algunos sélo uno) en hilera transversal, son gruesos y
ostentan por lo regular varias cuspides. Los dientes ganchudos externos recolectan las

particulas desgarradas o desprendidas y las llevan hacia el centro de la radula cuando ésta se
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retrac. Poseen una probdscide sumamente extensible que le permite al caracol alcanzar y
penetrar partes vulnerables de la presa; la probdscide contiene el eséfago, la cavidad bucal, la

radula y la boca verdadera.

Durante la ingestion, la probdscide sale por la abertura del saco proboscideo mediante
presion sanguinea y un diente unico de la radula se desliza hacia fuera del saco de ésta, hacia la
cavidad bucal, y es introducido luego en la presa. Una vez que el animal acaba de comer, la
proboscide se retrae por accion de unos musculos situados dentro de la cavidad proboscidea.
La presencia de ciertas proteinas especificas, liberadas por la presa o la carrona es detectada
por el animal cuando éstas llegan a él con la corriente de ventilacién, esto ayuda al molusco a

localizar a su presa y estimula la proyeccion de la proboscide, que empieza a buscar.

En las especies que se alimentan de poliquetos y caracoles el diente sale de la probédsci-
de mientras que en las especies piscivoras el cono se encuentra sepultado en la arena y no dis-
para su arpon sino hasta que el pez se detiene sobre el fondo. En ese momento la victima es
punzada en el abdomen y el Conus la sujeta con el extremo del diente. La victima es inmoviliza-
da muy rapidamente por el veneno neurotdxico que penetra en la herida a través de la cavidad
hueca del diente. Las presas de todas las conchas llamadas conos son tragadas enteras, hecho

realmente notable en el caso de especies que se alimentan de peces (Barnes, 1969).

El efecto del veneno es muy rapido y actia paralizando la uniéon neuromuscular. Kline
(1956) informé que un espécimen de C. geographus murié cinco minutos después del ataque de
C. textile. La mordedura o picadura de algunas especies del Pacifico meridional es muy téxica
para el hombre y se han comunicado algunos casos de muerte en un plazo no mayor de cuatro

horas.

Morfologia del aparato venenoso

BULBO VENENOSO

El bulbo venenoso es un 6rgano largo y transversalmente orientado que se encuentra justo
enfrente de las visceras. El bulbo venenoso consiste principalmente en capas delgadas de mus-
culo, tejido conectivo y una capa de células epiteliales cuboidales. Bouvier (1887) propuso que
el bulbo venenoso funcionaba como un érgano propulsor y Hermitte concluyé que su funcién
era de almacenamiento y propulsién del veneno desde el lugar donde se produce hasta el dien-

te radular (Kohn ez a/., 1960).
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CONDUCTO VENENOSO

El conducto venenoso es un tubo largo, irregularmente curveado que se origina en el extremo
derecho del bulbo venenoso y ocupa gran parte de la cavidad corporal dorsal y lateral del eso6-
fago y anterior del bulbo venenoso. Su extremo distal entra en la porcion anterior del eséfago-
estomago algunas veces llamada faringe. Las paredes del conducto venenoso consisten en ca-
pas de tejido muscular y conectivo. En la pared hay numerosas células epiteliales. Hinegardner

(1958) concluyoé que estas células son la fuente del veneno (Kohn ez a/., 1960).

RADULA

El aparato radular del Conus se encuentra en un 6rgano en forma de Y o L conocido como
“saco radular” que se encuentra enfrente del bulbo venenoso. Este saco contiene dientes en
diferentes estados de desarrollo. Al alimentarse, un diente se mueve desde el saco radular hasta
la faringe y se queda en la probdscide hasta ser inyectado. Cuando el diente se encuentra en la
faringe o en la proboscide se cree que éste se llena con veneno proveniente del conducto ve-
nenoso. Antes de alimentarse, la probdscide se extiende fuera de la boca, entonces el diente
penetra a la presa que es paralizada por el veneno y tragada entera (Kohn ez a/, 1960). Los
dientes son largos, con surcos y provistos de paas en su extremo, un cordén delgado de tejido

los mantiene fijos en la membrana de la radula (Barnes, 1969).

CARACTERISTICAS DEL VENENO
El material proveniente del conducto venenoso es normalmente color blanco o amarillo pali-
do, pero en el C. striatus es ocasionalmente gris o negro. Tiene una consistencia viscosa y en el

microscopio se aprecia con aspecto granular. Tiene un pH = 8.
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Figura 4. Esquema del aparato venenoso de Conus y micrografia electronica de barrido del
diente radular de dos especies de Conus: C. purpurascens (izquierda) y C. obscurus (derecha)

Conus spurius

Es un caracol con concha en forma de cono. Presenta de 9 a 10 espiras, las tres primeras for-
man una espira aplanada y la abertura es larga y estrecha. El canal sifonal forma sélo una
muesca. El labio exterior es fino. Su opérculo es cérneo y pequefio. Es color crema con hileras
de manchas romboidales colocadas en espirales. El interior de la apertura es blanco. Son de 2 a
3 pulgadas de largo. Se encuentra cerca de la playa en aguas someras proximas a los arrecifes.

Se localiza en el Golfo de México, en Florida y en el Caribe (Lira-Galera e¢7 al., 1989).

2.5. Ecologia quimica

La ecologia quimica comenzé de manera formal en la década de los sesenta y se puede definir
como la quimica involucrada en la interaccién entre los organismos de un ecosistema o tam-

bién como el estudio de la toxicidad en organismos marinos desde un punto de vista ecolégico.

En la actualidad, la ecologia quimica incluye una amplia variedad de disciplinas dentro
de la biologia y de la quimica que histéricamente se han desarrollado a la par que la quimica de

los productos naturales.

Los principales aspectos que contempla la “ecologia quimica” se relacionan con fené-
menos tan diversos como el mutualismo, la simbiosis, la comunicaciéon quimica, la deteccion

de predadores, el reconocimiento del alimento, la bioluminiscencia, la competencia por el es-
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pacio, etc. (Carballo, 2002). Se ha comprobado que, en muchos casos, los metabolitos secunda-
rios actian como mecanismos de defensa; por ejemplo, hay evidencia indirecta de que el vene-
no de varias especies de Conus es empleado para defenderse de predadores y también que algu-
nas especies lo emplean para interacciones competitivas. Las picaduras a humanos son de

naturaleza defensiva (Olivera, 2002).

De todas las especies marinas, el phylum de invertebrados sésiles es el que muestra las
mayores actividades biologicas frente a patégenos y otras enfermedades humanas, y producen
los productos naturales con mayor potencial farmacolégico en comparacién con las algas o las
faner6gamas marinas (Ireland ez a/, 1993). La frecuente apariciéon de compuestos bioactivos en
estos animales se interpreta, en algunos casos, como un sistema de defensa quimica frente a
factores externos causantes de estrés como la predacion, el exceso de recubrimiento por orga-
nismos adherentes, o la fuerte competencia por el espacio (Norris y Fenical, 1982; Davis et al.,
1989; Faulkner, 1992; Pawlik, 1993; Proksch, 1994). De esta forma, algunas especies marinas
han desarrollado a lo largo de su evolucién la capacidad de sintetizar compuestos quimicos
relacionados con la adquisiciéon y defensa del espacio vital, muchos de los cuales presentan
propiedades farmacoldgicas de clara aplicaciéon en medicina —sustancias antitumorales, anti-

bacterianas, etc. (Ireland ez al., 1993).

En un principio se llegd a pensar que los diferentes metabolitos secundarios de origen
marino que se iban aislando, presentaban caracteristicas tnicas y distintivas de cada especie. Sin
embargo, las investigaciones y la experiencia que se tiene en la actualidad muestran que la si-
tuaciéon es mucho mas compleja. Muchos estudios sugieren que hay una gran fuente de varia-
cién incluso dentro de un mismo organismo. En efecto, la biosintesis de metabolitos secunda-
rios puede verse influenciada por factores externos como las condiciones ambientales, la
presencia de predadores, la infeccion por parasitos, la temperatura del agua, la profundidad, el
nivel de nutrientes, etc., y por factores internos como por ejemplo el estado de desarrollo, la

reproduccion, etc. (Carballo, 2002).

2.6. Historia del estudio de los Conus

Lo que motivé inicialmente la investigacion del veneno de los Conus fue que la picadura de
algunos de estos moluscos puede causar la muerte en humanos. El pionero de estas investiga-

ciones fue Alan Kohn (Kohn e a/, 1960), quien descubrié por primera vez que los caracoles
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conicos cazaban peces; y en Australia un grupo de investigadores (Endean e a/., 1974) docu-
mentaron la farmacologfa del veneno crudo de C. geagraphus, demostrando que el veneno tenia

diferentes compuestos activos biolégicamente.

El primer péptido de Conus del cual se obtuvo la secuencia completa de aminoacidos
fue la a-conotoxina GI con 13 aminoacidos y 2 puentes disulfuro. Se extrajo del veneno del
Conus geographus (Cruz et al., 1978). Posteriormente se realizé la caracterizacion del las p-
conotoxinas, otro grupo mayoritario de péptidos paralizantes que afectan a los mamiferos. La
presencia de estos dos péptidos en el veneno de C. geographus explico por qué es que las picadu-

ras de estos caracoles son mortales.

El siguiente paso en la investigacién de las conotoxinas se dio en la Universidad de
Utah. Un estudiante de 18 afios, Craig Clark, tuvo la fascinante idea de inyectar fracciones de
veneno directamente en el sistema nervioso de mamiferos, en lugar de usar las inyecciones in-
traperitoneales (i.p.) que era el método estandar en ese laboratorio. Cuando se inyectaba el ve-
neno de Conus por el método i.p. se obtenian resultados apenas visibles. Sin embargo, cuando
la misma dosis se inyectaba intracranealmente, la verdadera diversidad farmacolodgica del vene-
no de Conus se revelaba con el asombroso conjunto de fenotipos conductuales producidos en
ratones (Olivera y Cruz, 2001). Clark decidi6 purificar una fraccién "durmiente", la cual ponfa
a ratones menores de 14 dias en un estado adormilado. Otros dos estudiantes descubrieron que
si la misma fraccién era inyectada a ratones de 21 dias, se manifestaba un sindrome de hiperac-
tividad en los ratones: trepaban las paredes de sus jaulas y corrian de una esquina a otra. Ahora,
este péptido se conoce como conantokina-G y se sabe que es un antagonista del receptor de
glutamato tipo NMDA (N-metil-D-aspartato). Este es uno de los pocos péptidos de Conus que
no poseen enlaces disulfuro. La familia de las conantokinas ha demostrado tener potencial te-

rapéutico para la epilepsia (Olivera y Cruz, 2001).

Posteriormente, un grupo de investigacién mexicano caracterizé la conorfamida-Srl
que se encuentra en la especie Conus spurius que vive en el Caribe y en el Atlantico oeste. Aun-
que ya se habfan encontrado una gran variedad de RF-amidas en sistemas biolégicos, este es el
primer reporte de un miembro de la familia de neuropéptidos que es un componente mayorita-
rio de un veneno (Maillo ez a/., 2002). Se determiné la secuencia del péptido natural empleando
métodos de secuenciacion estandar de Edman y espectrometria de masas y se confirmé por

medio de sintesis quimica. El péptido tiene 12 aminoacidos y no contiene residuos de cisteina.
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El péptido se encuentra amidado. No se habia caracterizado anteriormente otro péptido de un
Conus vermivoro del Atlantico (Maillo ef al., 2002). La conorfamida-Srl inyectada en ratones
provoco hiperactividad caracterizada por una frecuencia mayor en caminar o correr alrededor
de la jaula, trepando paredes y brincando, esto se comparé con el control, a los que solo se les
inyect6 solucion salina. La secuencia C-terminal de la conorfamida-Srl sugiere que es un
miembro de la familia de los péptidos RF-amido, una familia de neuropéptidos presente en

invertebrados y vertebrados.

El primer péptido del veneno de un Conus homologo a un neuropéptido endégeno fue
la conopresina-G, la cual pertenece a la familia de neuropéptidos de la vasopresina-oxitocina
(Nielsen et al., 1994). Con este trabajo se ampli6 la nocién de que todos los péptidos de Conus

que son homologos a neuropéptidos endbgenos parecen ser agonistas.

En el 2003 se presento el primer analisis del veneno de un gasterépodo no-Conus, Tere-
bra subnlata, que pertenece a la familia Terebridae; ésta se encuentra incluida en la superfamilia
Conoidea, que comprende a la familia Conidae. La purificaciéon y caracterizacién bioquimica
del veneno de Terebra subulata se llevéd a cabo por un grupo de investigadores en los Estados
Unidos (Imperial e a/, 2003). Se adoptd el termino “augertoxinas” para los componentes po-
lipeptidicos del veneno de los miembros de la familia Terebridae. Se identificaron tres polipép-
tidos de 40 a 41 aminoacidos con 3 a 4 enlaces disulfuro. Cuando se inyecté una mezcla de dos
de estos componentes al nematodo C. elgans se observé un dramatico sindrome motriz en to-
dos los gusanos inyectados; éstos giraban de una manera no coordinada por lo menos durante
10 minutos, pero todos se recuperaron eventualmente. La mitad de los gusanos empezaron a
moverse después de un periodo inicial de paralisis por algunos minutos mas; sin embargo no
tiene efecto en ratones. La actividad biolégica se debe a la augertoxina s7a la cual tiene 3 enla-
ces disulfuro (Cys); en cambio, la augertoxina slla no tuvo ningun efecto (Imperial ez a/,

2003).

El objetivo principal de este trabajo fue caracterizar algunos de los componentes mas
abundantes e hidrofilicos del veneno de 1. subulata y poder compararlos con el veneno de los
Conns. Comparado con el veneno de los Conus que se han analizado, se encontré que los com-
ponentes del veneno en 1. subulata contienen mas residuos de aminoacidos en su estructura
primaria, es decir son mas largos. Las primeras conotoxinas que se caracterizaron fueron de

10-30 aminoacidos, en cambio los tres componentes del veneno de Terebra tienen = 40 ami-
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noacidos. Este tamafo de toxinas es mas comun en otros animales; se parecen mucho —en

tamafio y en el arreglo de las Cys— a péptidos del veneno de arafias.

También se han estudiado otros caracoles venenosos, los turridos (familia Turridae),
que estan incluidos en la misma superfamilia (Conoidea) que los Conus. Los tarridos producen
péptidos que han sido llamados "turritoxinas". El estudio de las turritoxinas a escala mundial se
inicié en nuestro pais, en la UNAM (Campus Juriquilla) el afio pasado; se obtuvieron péptidos
con caracteristicas muy diferentes de las de las conotoxinas (Lopez-Vera ¢t al., 2004). Los poli-
péptidos caracterizados del conducto venenoso de los caracoles turridos Polystria albida y Germ-
mula periscelida contienen una gran proporcion de residuos de metionina, tirosina y arginina y

pocos o ningun residuo de Cys.

No sélo se buscan compuestos con actividades que se puedan aplicar en el tratamiento
de diversas enfermedades, también otras propiedades, como la capacidad analgésica, son inten-
samente buscadas por diversas compafias. En este sentido, la compafia irlandesa Elan Corp.,
lanzé un nuevo analgésico, el primer medicamento aislado de un macroorganismo marino. La
sustancia, cuya version sintética es llamada Prialt™, proviene del caracol tropical piscivoro Co-
nus magns, que ataca a sus presas valiéndose de un arpon venenoso. Es una ®-conotoxina muy
poderosa. La dosis a administrar es mil veces menor a la de la morfina, la cual ademas de gene-
rar tolerancia, produce adiccién. El novedoso analgésico obtuvo la aprobacion condicional de
la Direcciéon de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos en el afio 2000, y la aprobacion

definitiva a finales del 2004.
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3. Planteamiento del problema

Las fuentes tradicionales de los compuestos bioactivos han sido, hasta hace pocos afios, las
plantas y los microorganismos terrestres, de donde se han obtenido mas de las mitad de las
prescripciones farmacéuticas actuales. Sin embargo, las muestras del medio terrestre han sido
ampliamente exploradas por lo que en la actualidad presentan gran dificultad para suministrar
nuevas moléculas con bioactividad (s6lo 1 de cada 10,000 moléculas sometidas a "screening”
presentan actividad potencial interesante). En comparacion, el mar ha sido escasamente explo-
rado. El mar contiene aproximadamente diez millones de especies diferentes. El medio marino
es mucho mas agresivo por lo que la mayoria de las especies ha desarrollado para su defensa un
arsenal de moléculas solubles en agua, muchas de las cuales podrian tener aplicacién como
farmacos efectivos en el tratamiento de mualtiples enfermedades (Fernandez, 2002). La investi-
gacion de este amplio potencial farmacéutico ha sido una de las mayores ocupaciones en las
ultimas décadas. Sin embargo, muchas de estas moléculas con elevada actividad son hoy apenas
grandes promesas debido a la escasa cantidad en la que han sido aisladas. Esto nos obliga a
desarrollar y probar métodos de produccion, para poder asegurar el suministro de estas sustan-

cias al menos durante las fases preclinica y clinica.

Una de las fuentes que ha demostrado mayor riqueza en sustancias bioactivas es el gé-
nero Conus de caracoles marinos. Las toxinas peptidicas de estos organismos pueden ser sinte-
tizadas de manera relativamente facil, en cantidades adecuadas para hacer estudios detallados
enfocados a determinar su potencial terapéutico. De las mas de 50 especies de Conus que habi-
tan en las aguas territoriales mexicanas, solo tres especies han sido estudiadas en cuanto a las
toxinas contenidas en sus venenos, y han demostrado contener péptidos con estructuras nove-
dosas (Maillo ez al., 2002; Aguilar et al., 2005; Zugasti-Cruz et al., 20006). Por lo tanto, es necesa-
rio seguir explorando nuestra biodiversidad en la busqueda de compuestos activos biolégica-

mente.

En el Laboratorio de Neurofarmacologfa Marina del Instituto de Neurobiologia de la
UNAM se fraccioné un extracto crudo del conducto venenoso de la especie vermivora Conus

spurinus 'y se han caracterizado parcialmente varios picos cromatograficos (Maillo-Panalver,

2001).
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Se encontré un péptido con la secuencia GPMY... que se cree pertenece a la familia de
los RF-amido péptidos reportado anteriormente en el veneno de los Conus (Maillo et al., 2002).
La familia de los RF-amido péptidos es un grupo de péptidos que comparten en la secuencia
del carboxilo terminal Arg-Phe-amida. Estos péptidos se encuentran distribuidos en los meta-
zoos y notablemente en anélidos. Datos farmacolégicos sugieren que los péptidos RF-amido
estan involucrados en el control del ritmo cardiaco en moluscos y en el tono de la pared mus-
cular en poliquetos, también se les han atribuido funciones de transmisiéon o sefalizacién en

invertebrados (Salzet y Stefano, 2001).

Otro péptido con la secuencia CLQFGS... podria pertenecer a la superfamilia “O”.
Dentro de la superfamilia O se encuentran varias familias de toxinas dirigidas hacia canales

i6nicos activados por voltaje; las 8- y UO-conotoxinas afectan canales de Na', las K-

b
conotoxinas bloquean canales de K, las ®-conotoxinas bloquean canales de Ca’’ y las Y-

conotoxinas que actian en canales de sodio que se activan a voltajes hiperpolarizantes (marca-
paso).
Hasta el momento, sélo cinco péptidos de la superfamilia O han sido aislados del vene-

no de especies vermivoras como el Conus spurins (Abogadie ez al., 1990; Aguilar ez al., 2005; Zu-

gasti et al., 2000; Jiang ez al., 2000).

Por lo tanto, es importante dilucidar la estructura primaria completa de los péptidos y
determinar si tienen efecto sobre el sistema nervioso central de un mamifero. La caracteriza-
cion estructural sentarfa las bases para su eventual sintesis quimica en cantidades adecuadas
para hacer estudios detallados acerca de su blanco molecular y mecanismo de acciéon. Esto dl-
timo serfa de gran interés si el péptido tuviera actividad biologica en un organismo empleado

para estudiar compuestos con fines de desarrollo de farmacos.

Por otra parte, se cree que los conopéptidos en el veneno estan correlacionados con pa-
rametros ecologicos de comportamiento, ya que hay evidencia indirecta que el veneno es em-
pleado por varias especies de Conus para defenderse de depredadores, y también que algunas
especies lo emplean para interacciones competitivas; es por eso que un estudio de ecologia

quimica para comprender estas interacciones es de igual manera importante.
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4. Obijetivo

General
Purificar y determinar la estructura quimica de péptidos aislados del veneno de Conus spurius, asi
como caracterizar su actividad biolégica en un mamifero (con el fin de desarrollar farmacos) y

realizar un estudio de ecologia quimica con estos péptidos.

El interés en el veneno de Conus esta dirigido por la hipotesis que propone que la espe-
cificidad de la presa en los Conidae puede estar relacionada con una selectividad complementa-

ria de los componentes relevantes de sus venenos.

Especificos
® Durificar el péptido aislado del extracto crudo del conducto venenoso.
® (Cuantificar el péptido purificado.

® Determinar la masa molecular del péptido intacto mediante espectrometria de ma-
sas.

® Someter el péptido a reduccion y alquilacién para estabilizar los posibles residuos
de cisteina y repurificatlo.

® Determinar la estructura primaria del péptido alquilado.

® Determinar el efecto del péptido intacto sobre el sistema nervioso central del raton.

® Realizar un estudio de ecologia quimica con el péptido.
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5. Hipotesis

Estructural
e El péptido 34Sr4 aislado del veneno de Conus spurius es analogo a la familia de los
neuropéptidos endégenos conocidos como RF-amido péptidos.
e El péptido 33513 del veneno de Conus spurius tiene 6 residuos de cisteina en el arre-
glo C-C-CC-C-C y por lo tanto pudiera pertenecer a la superfamilia O de cono-

toxinas.

Biologica
® Los péptidos aislados de C. spurins tienen efectos sobre el sistema nervioso central
de ratén que se manifiesta en cambios conductuales o motores.

® Los péptidos aislados de C. spurius tienen efectos sobre el sistema nervioso central
de moluscos y peces que se manifiestan en la inhabilidad de reaccionar a estimulos

(paralisis).
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6. Area de recoleccion

La recoleccion de los ejemplares se realizé en la peninsula de Yucatan que se encuentra limita-
da por el Golfo de México y el Mar Caribe, cuenta con 1 100 kilémetros de costa. Su extension

es de 197,600 Km’, e incluye parte de México, Belice y Guatemala.

6.1. Provincia Caribefa

Ubicada en el centro de las Antillas, esta provincia tropical se extiende de norte a sur desde
Florida hasta Las Bermudas.

El Mar Caribe esta situado al este de América Central. También es llamado Mar de las
Antillas por estar ubicado al sur y al oeste del arco antillano. En €l se encuentran las Islas Cari-
bes. Limita al norte con las Grandes Antillas: Cuba, la isla de la Espafiola en la que se encuen-
tran Hait{ y la Republica Dominicana y la isla de Puerto Rico (a lo largo del Trépico de Can-
cer); al este con las Pequenas Antillas (meridiano 60°); al sur con Venezuela, Colombia y
Panama (paralelo 10°); y al oeste con el resto de pafses centroamericanos (Costa Rica, Nicara-
gua, Honduras, Guatemala, Belice) y la Peninsula de Yucatan, México (meridiano 88°) (Figura
5).

hleg

Figura 5. Mapa del Mar Caribe
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6.2. Rasgos batimétricos y topograficos

El Mar Caribe se extiende en un 4rea total de 2 640 000 Km® y tiene una profundidad media
superior a la del Golfo de México, de 4000 m. La cuenca caribefa es tipicamente geosinclinal,
dado que su arquitectura se conforma por depresiones abismales, trincheras, crestas montano-
sas y canales submarinos. La construcciéon de un perfil batimétrico de estos rasgos evidencia
una marcada diferencia con la parte occidental de la Peninsula de Yucatan, lo cual denota la

presencia de un margen positivo muy distinto al margen activo del oriente.

La plataforma continental del Caribe mexicano es muy estrecha, con sélo 20 Km frente
a Cancun y gradualmente se atenta hacia el sur, y en Puerto Morelos practicamente desaparece,
confundiéndose con la ladera del talud continental que tiene una pendiente mayor a 4° y alcan-
za rapidamente 400 m de profundidad, en los cuales el talud se interrumpe con un par de ele-
vaciones alargadas que constituyen la Isla de Cozumel y el Banco Flecha Smith de 17 m de
profundidad. Al oriente de estas formaciones, el talud aumenta bruscamente su pendiente has-
ta llegar a montafias ovaladas de 405 y 262 m de altura, limitadas por escarpes que se extienden

hacia la Planicie Abisal de Yucatan.

Los taludes de la Peninsula de Yucatan y Cuba se aproximan entre si en una depresion
estrecha que se conoce como Canal de Yucatan y se observa por su menor profundidad con

una divisoria entre las cuencas del Golfo de México y del Mar Caribe (De la Lanza, 1991).

6.3. Tipos y origen de los sedimentos, distribucién y transporte

El piso oceanico del Mar Caribe es irregular y esta formado principalmente por sedimentos que
contienen grandes cantidades de carbonatos de tipo biogénico y zonas arrecifales muy limita-
das en Yucatan. En contraste, en Quintana Roo abundan los organismos marinos que favore-
cen la formacién de arrecifes coralinos y zonas de arrecifes bordeantes. Cerca de la costa este
de la Peninsula de Yucatan, dominan las arenas carbonatadas biogénicas con un contenido de
hasta 70% de carbonato de calcio que reflejan la presencia de sistemas arrecifales, localizados
sobre la plataforma continental del borde oriental de la peninsula y sobre el litoral de la Isla

Cozumel (Rezak y Edwards, 1972).
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7. Parte experimental

7.1. Colecta y transporte de los especimenes

Los caracoles de la especie Conus spurins se obtuvieron mediante redes camaroneras en las cos-
tas del Mar Caribe, entre 37 y 100 m de profundidad. Los ejemplares capturados se congelaron
(con hielo seco) hasta la llegada al laboratorio de Neurofarmacologia Marina en el Instituto de

Neurobiologia de la UNAM y se mantuvieron a -70 °C hasta ser utilizados.

7.2. Obtencion de los conductos venenosos

Se aislaron los conductos venenosos de 11 ejemplares de C. spurius por quebrantamiento de las
conchas en forma mecanica. Una vez liberados los organismos, se realiz6 la diseccion de los
conductos venenosos y la glandula venenosa con ayuda de unas pinzas y tijeras, con el cuerpo

del caracol sobre una caja de Petri en hielo.

7.3. Extraccion del veneno

El veneno se extrajo con una mezcla de 40% de acetonitrilo y 2% de acido trifluoroacético
(TFA). Se homogenizaron unicamente los conductos venenosos y posteriormente se centrifu-
g6 (centrifuga de mesa SORVAL, modelo MC12) a 735 g durante 3 min, a 4 °C. Se separ6 el
sobrenadante y se repitié el proceso de centrifugado por cuadriplicado para recuperar mayor
cantidad de material. Finalmente se concentré (Speed Vac Plus SC110A, Savant, Holbrook

NY) y se procedi6 a resuspender la muestra para asi poder purificarla.

7.4. Separacion y purificacion de los componentes del veneno

El extracto crudo se resuspendié en una soluciéon de 0.1% de TFA (solucién A) y en una solu-
cion de 90% de acetonitrilo con 0.085% TFA (solucién B) en una proporcion de 7:3 en 1 ml.
Se centrifugd a 11,130 g (centrifuga de mesa SORVAL, modelo MC12) durante 15 min a tem-
peratura ambiente. Se separd el sobrenadante —el precipitado se deseché—y se agregd 300 pl
de solucion B. Dicha disolucién se volvié a centrifugar y posteriormente se agregd una mezcla

de soluciones A-B en una proporcién de 60:40 en 1 ml y nuevamente se centrifugd. El sobre-
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nadante se separd para ser inyectado en el cromatégrafo (Varian) y asi comenzar con la purifi-

cacion.

Los péptidos del veneno se separaron en varias etapas mediante cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC) en fase inversa, con una columna semipreparativa C18 (Vydac,
218TP510, 10 x 250 mm, 5 Um de tamafio de particula, 300 A de tamafio de poro), equipada
con precolumna de C18 (Vydac, 218GK54, 4.6 x 10 mm, 5 Um de tamafio de particula, 300 A

de tamafio de poro) y filtro (Alltech, 28689; 4 mm, 2 Wm tamafio de poro). Los péptidos se
eluyeron a temperatura ambiente con un gradiente de 5% a 100% de solucién B en 95 minutos;
con un incremento de 1% de B por minuto y un flujo de 2.5 ml por minuto. Se inyectaron 2
ml. La deteccién fue realizada con un espectrofotometro de flujo ajustado a 220 nm de longi-
tud de onda. La colecta de los péptidos se realizé6 de manera manual en tubos Eppendorf de

1.5 ml con base en el cambio de absorcion.

7.5. Repurificacion de los péptidos

La repurificacion se realizé6 mediante cromatografia liquida de alta eficiencia en fase inversa
(HPLC-RP) del material obtenido en la primera eluciéon. Los gradientes de repurificacion se
disefiaron tomando en cuenta el porcentaje de soluciéon B de elucién aparente calculado a par-
tir del tiempo de retenciéon para dicho material. Las soluciones empleadas fueron esencialmente

las mismas que en el extracto crudo (soluciéon A y B).

7.6. Analisis de la estructura primaria

Las secuencias de aminoacidos de los péptidos purificados se obtuvieron mediante un secuen-
ciador automatico de proteinas bajo el principio de degradaciéon de Edman (Procise 491 Pro-
tein Sequencing System, Applied Biosystems, Foster City CA). Este analisis se usé también

para la cuantificacién de los péptidos.
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7.7. Reduccion y alquilacion

Para conocer la secuencia primaria completa de los péptidos es necesario someterlos a la re-
duccién de los puentes disulfuro y a su posterior alquilacién para evitar la formacion de puen-
tes disulfuro y estabilizar los residuos de cisteina durante la secuenciaciéon de Edman (Tarr,

1986).

El péptido seco y purificado se disolvié en 100 Ul de TRIS 0.1 M (pH= 8) y luego se
agregd 100 mg de clorhidrato de guanidina y se redujo con 45 Hl de ditiotreitol (DTT) 50 mM
a 65 °C por 25 minutos bajo atmésfera de nitrégeno. Se agregd 4 UL de 4-vinilpiridina para su
alquilacién y la mezcla se incubd en la oscuridad a temperatura ambiente por 16 horas bajo

atmosfera inerte. El péptido alquilado se repurificé mediante HPLC-RP inmediatamente des-

pués de su derivacion con una columna analitica C18 (Vydac 218TP54, 4.6 x 250 mm, 5 Um de
tamafno de particula, 300 A de tamafo de poro) con precolumna C18 (Vydac 218GK54, 4.6 x
10 mm, 5 um de tamafo de particula, 300 A de tamafio de poro) y un gradiente discontinuo de
10 - 60% de solucion B en 50 minutos (incrementando 1%B cada minuto) después de un paso

isocratico a 10% B durante 15 min.

7.8. Corte enzimatico

Se decidié digerir el péptido denominado 3383 con O-quimotripsina. La O-quimotripsina
hidroliza péptidos y proteinas en el lado carboxilo de los aminoacidos aromaticos: triptéfano,
tirosina y fenilalanina, y también en el extremo carboxilo de leucina y metionina; con cortes
ocasionales en otros sitios. Cabe sefialar que si el residuo siguiente es prolina, el corte no ocu-
rrira.

Las condiciones para escindir un péptido es que éste debe estar desnaturalizado y solu-
bilizado para una rapida y completa digestiéon. La digestion se lleva a cabo con 200 UL de
amortiguador con pH = 8 — 8.5 de bicarbonato de amonio y cloruro de calcio ((NH,HCO,] =
0.1 My [CaCl)] = 0.1 mM). El pH se ajusta con hidréxido de amonio (NH,OH). Se agrega 1 Wl
de o-quimotripsina (1 pg/Ul) v se incuba a 37 °C por una hora. Inmediatamente después se
separa mediante HPLC-RP con un gradiente de 0 - 50% de solucién B y aumentando 1% por

minuto. Se empleo una columna analitica C8 (Agilent, Eclipse XDB-C8, 5 um, 4.6 x 150 mm,
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80 A de tamafio de poro) con precolumna C8 (Varian 310-793-2300; 4.6 x 15 mm, 5 Wm de

tamafio de particula, 100 A de tamafio de poro) y un asa de 5 ml.

7.9. Determinacion de las masas moleculares

Para conocer la masa molecular de los péptidos, éstos se analizaron mediante esepctrometria
de masas. Los espectros de iones positivos de las muestras se obtuvieron en el departamento
de Quimica en la Universidad de Utah, Salt Lake City mediante un espectrémetro Voyager-DE
STR MALDI (Petceptive Biosystems / Global Medical Instruments).

7.10. Composicion de aminoacidos

Para determinar las estructuras primarias completas de los péptidos se decidio realizar el anali-
sis de aminoacidos fundamentado en la técnica de Bidlingmeyer ez a/ (1986) la cual se basa en
la hidrolisis acida gaseosa de proteinas o péptidos, seguida por la formacién del derivado fenil-
tiocarbamilo (PTC) de los aminodacidos via derivatizacioén con fenilisotiocianato (PITC). Poste-
riormente, los derivados PTC-aminoacidos se separan mediante cromatografia liquida seguida

de la deteccion por ultravioleta a 254 nm.

La derivatizacién es un método rapido, eficiente, sensible (se puede emplear a partir de

concentraciones pmolares) y especifico para el analisis de aminoacidos.

Los péptidos (500 pmol) fueron hidrolizados a 110°C por 24 horas empleando la técni-
ca de hidrélisis en fase gaseosa con acido clorhidrico (HCI) al 30% conteniendo 1% de fenol
(v/v). Una vez que se removid el exceso de HCI con vacio (Speed vac), los péptidos fueron
neutralizados con un exceso de trietilamina (TEA) en una solucién de metanol: agua: TEA
(2:2:1) y derivados con una mezcla de metanol-TEA-PITC-agua (7:1:1:1). Después de una in-
cubaciéon de 20 minutos a temperatura ambiente, el exceso de reactivos y disolventes se re-
mueven con presion reducida y las muestras se reconstituyen con una mezcla de amortiguador
de fosfato de sodio dibasico 5 mM (pH = 7.5): acetonitrilo: metanol, 19:1:5 antes de ser sepa-

radas mediante HPLC-RP.

Las muestras se inyectaron en volimenes de 20 Ul (100 pmol) en un cromatégrafo Wa-

ters R 600E Multisolvent Delivery System con una columna Nova Pack C18 (Waters 3.9 x 300

54



Parte experimental

mm, 4 Wm de tamano de particula, 60 A de tamafio de poro) con precolumna Nova Pack C18

y un asa de 20 Ul La deteccién se realizé6 mediante UV a 254 nm con una temperatura de

45°C.
Las disoluciones empleadas para eluir las muestras fueron:

® Solucién A: amortiguador acuoso (acetato de sodio 0.14 M con TEA 0.5 ml/L);

ajustando el pH con acido acético hasta 6.34

® Solucion B: acetonitrilo al 60% en agua.

El gradiente fue de 10-51% de solucién B en 20 minutos empleando una curva convexa

(tipo 5) con un flujo de 1 ml/min.

7.11. Caracterizacion bioldgica

Se decidi6 evaluar la actividad biolégica de los péptidos en ratones, ya que con anterioridad se
ha demostrado que muchas de las conotoxinas tienen actividad biologica en el sistema nervio-
so central de mamiferos y ademas muchos estudios de toxicidad y teratologia llevados a cabo
en ratones, son disefiados para proveer informacioén de toxicidad potencial para humanos y
también es un sistema a partir del cual se pueden hacer extrapolaciones a otros mamiferos

(Gad y Chengelis, 1992).

Los ratones tienen la ventaja de que la evaluaciéon de sustancias en su sistema nervioso

se puede medir en primera instancia por medio de cambios conductuales evidentes.

Los ratones son la especie roedora mas frecuentemente empleada en pruebas toxicas
agudas donde generalmente cada animal recibe una tnica dosis de la sustancia prueba. Los re-
sultados de un buen disefio de pruebas téxicas agudas pueden ayudar a predecir el blanco en el

organismo.

La observacion clinica comprende el registro de efectos que pueden ser detectados por
observacion directa, tales como el modo de andar anormal y el peso corporal. La observacion
clinica provee la primera indicacion de cudl es el sistema fisiologico afectado por el articulo de
prueba. Cabe sefialar que no se miden parametros cardiovasculares porque se ha reportado el
ritmo catrdiaco de ratones en un intervalo de 300 a mas de 800 latidos/min (Gad y Changelis,

1992). Muchos de los efectos aparecen después de la administraciéon de una dosis aguda.
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También se decidi6 evaluar el efecto de estos péptidos en moluscos y peces, como par-
te de un estudio ecologico para comprobar si existe alguna correlaciéon entre los habitos ali-
menticios y la toxicidad del veneno de los Conidae, asi como para identificar nuevas toxinas
activas en sistemas invertebrados y ademas conocer si el veneno sirve para otros fines como

por ejemplo: la defensa y/o competencia por espacio.

El interés en el veneno de Conus esta dirigido por la hipotesis que propone que la espe-
cificidad de la presa en los Conidae puede estar relacionada con una selectividad complementa-

ria de los componentes relevantes de sus venenos.

Para el estudio de ecologia quimica se emplearon caracoles, lapas y peces. El emplear
caracoles en bioensayo presenta un problema mayor debido a su tendencia a retraerse rapida-
mente en su concha después del estimulo nocivo, impidiéndonos asi la observacién de cual-
quier efecto inmediato paralizante. Para solucionar este problema se decidi6 emplear lapas, las
cuales tienen conchas planas y se protegen a si mismas adhiriéndose fuertemente a sustratos

s6lidos y debido a que son univalvas se puede apreciar el efecto facilmente.

BIOENSAYO EN RATON

Los péptidos se disolvieron en solucién salina normal y fueron inyectados en dosis cuantifica-
das en el SNC de ratones; su comportamiento se registré y compar6 con el manifestado por
ratones controles inyectados en el SNC con el mismo volumen de solucién salina normal. Se
ha comprobado que la mayor parte de las conotoxinas ocasionan trastornos o desviaciones en
la conducta normal del ratén, y en general, estas conductas que se desvian de la normalidad
son reproducibles y en ocasiones pueden dar una idea del blanco de accién especifico a nivel

molecular (Olivera ¢ al., 1999).

Se emplearon ratones macho Swiss Webster de 9.5 a 11.3 g de peso de 21 6 25 dias. La
conotoxina se les inyect6 intracerebralmente empleando jeringas para insulina Becton Dickin-
son Ultra Fine de 1 ml. Los ratones controles se inyectaron con 30 WU de solucion salina not-
mal (0.9 NaCl). Una vez inyectados se colocaron en una jaula y se evalué su comportamiento
durante 1 hora. Los ratones experimentales fueron inyectados con diferentes dosis (250 —
1000 pmol) de péptido disuelto en 30 Ul de solucién salina. Concluido el periodo de observa-
cién, los ratones fueron perfundidos y posteriormente decapitados para extraer el cerebro y

realizar un analisis histolégico de éste.
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BIOENSAYO EN CARACOL
Se emplearon caracoles Pomacea paludosa (Figura 6) o mejor conocidos como “caracol manzana”
los cuales fueron inyectados en el pie con 30 Ul de solucién salina o péptido (250 pmol) y se

evalud su comportamiento por 1 hora.

Figura 6. Fotograffa de un caracol Pomacea paludosa, caracol manzana

El caracol manzana Pomacea pertenece a la familia Ampullariidae, habita las aguas dul-
ces de numerosas areas tropicales en diversas partes del mundo (América del sur, central y el
sur de EUA) y se han convertido en una mascota popular. Su atractiva apariencia y tamafio
relativamente grande (5 a 15 cm) han contribuido enormemente a su éxito. La familia del cara-
col manzana (Ampullariidae) esta dividida en varios géneros: Asolene, Felipponea, Marisa 'y Poma-
cea son géneros del nuevo mundo, mientras que los géneros Afioponus, Lanistes y Sanlea son

originarios de Africa.

El caracol manzana habita un amplio rango de ecosistemas, desde charcas, canales de
riego y estanques hasta lagos y rios. La mayoria de las especies prefieren aguas lentas con sua-
ves corrientes y tan solo unas pocas se han adaptado a rios con fuertes corrientes. La combina-
cién de pulmones y branquias refleja la adaptacion a un habitat con agua pobre en oxigeno. El
opérculo protege al caracol frente a depredadores. Muchas especies, particularmente las del
género Sudamericano Pomacea, tienen otra destacable caracteristica anatémica, un sifén para
respirar. Este 6rgano formado por un pliegue de la epidermis en el lado izquierdo del cuello, es
dificilmente visible cuando no esta en uso. Algunas veces el caracol necesita refrescar el aire del
interior de sus pulmones, el musculo de este pliegue se contrae y el pliegue se convierte en una
estructura tubular como un sifén, el cual capacita al caracol para respirar aire mientras perma-

nece sumergido. Estos caracoles no son hermafroditas, presentan separaciéon de sexos.

* Fuente: www.applesnail.net
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Su cuerpo posee un pigmento negro y el pie es de color gris. Su concha es globosa, con
una abertura larga, ovalada, de 40 a 55 mm de ancho y 40 a 65 mm de altura. De color amarillo

a verde con rayas rojas y bandas oscuras en espiral (Figura 7).

Figura 7. Fotograffa de la concha del caracol Pomacea Paludosa

El sistema nervioso del caracol manzana consiste en varios ganglios esparcidos por to-
do el cuerpo conectados con los otros mediante una comisura. La funcién de las comisuras

entre los ganglios es integrar las diferentes partes del sistema nervioso.

En estos caracoles no existe un sistema nervioso central como en los mamiferos. Cada
ganglio enerva un 6rgano especifico con sus nervios. Por ejemplo, el ganglio pedal enerva el

pie del caracol (Figura 8).

nglio . labia y abertura
ggugal cavidad bucal bucal

(boca)
tg;rnelgalriz(l)l \\ tentéculo

B

ojo

ganglio
pleural
. manto, 6rgano
pulmon de copulacion
y recto
manto n
ganglio
subintestinal
ganglio
supraintestinal
cavidad del manto
pulmén y Feletio
branquias
ganglio
visceral
pericardio,
rifién y otros
organos

Figura 8. Esquema del sistema nervioso del caracol Pomacea (Ghesquiere, 1990)
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BIOENSAYO EN LAPAS

Se emplearon lapas Patella opea (Figura 9A) las cuales fueron recolectadas en las costas del Paci-
fico y se mantuvieron en el acuario del laboratorio mas de 24 horas antes de utilizarse. Los bio-
ensayos se realizaron inyectandoles 10 pl del péptido (50 6 250 pmol) al pie de la lapa volteada
boca arriba. El animal inyectado se colocé en su posicion normal en una caja de Petri con agua

de mar fresca y aireada, se examinaron 5 minutos después (Fainzilber y Zlotkin, 1992).

Las lapas” son moluscos que se distinguen por su habilidad para adherirse fuertemente a
las rocas. Viven en la zona intermareal, junto a balanos y moluscos (Figura 9B). No tienen suc-
cién pero si un fuerte pie musculoso que puede sujetarse a las pequefas imperfecciones en la
superficie de las rocas, asegurando su estancia inclusive en condiciones de tormenta. Cuando

baja la marea, su pie forma un sello para asegurar que no se sequen.

Su concha es aplanada y esta decorada con diminutas lineas radiales, con tonalidades
que van del café al blanco con lineas delgadas color café oscuro. El interior de la concha es
blanco con una mancha café en el centro. El borde es irregular y ondulado. Se alimentan de
todo organismo que puedan arrancar con la radula. Se desplazan tnicamente para conseguir
alimento pero siempre regresan al mismo punto. Con el paso de los afios, llegan a hacer una

marca oval en la roca en donde se postran, conocida como “cicatriz de casa”.

tentaculo de
cuerpo pequeno \\

Figura 9. A) Fotografia de una lapa Patella opea. B) Representacion esquematica de la
vista inferior de una lapa comun

* Fuente: www.marine-reserve.co.uk
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BIOENSAYO EN PECES

Se emplearon peces Lebistes reticulatus, comunmente conocidos como guppies (Figura 10). Se les
inyect6 intramuscularmente 250 pmol de péptido disuelto en 10 pl de solucién salina. La in-
yeccion se realizé debajo de la aleta dorsal, en la parte posterior. Los peces, después de ser in-
yectados, se observaron durante 2 horas para registrar algin posible cambio en su comporta-

miento (Fainzilber ez al, 1991).

Figura 10. Fotografia del pez Guppy, Lebistes reticulatus

Los peces Lebistes reticulatus” son peces de agua dulce, ovoviviparos. La hembra (6 cm)
es mayor que el macho (3 cm), tiene el cuerpo grisiceo y una aleta caudal generalmente de co-
lor roja, amarilla o azul; mientras que el macho tiene parte del cuerpo y aleta caudal muy llama-
tivos, de varios colores; constantemente perseguird a las hembras tratando de llamar su aten-
cion. Es interesante observar que el nimero de hembras siempre es mayor que el de los

machos, a la razon de 3:1.

Son originarios de América del sur y central (Venezuela, Barbados, norte de Brasil y
Guayanas). También se les conoce como pez arco iris. Se encuentran hoy diseminados por
todo el mundo. Desde el comienzo de la acuariofilia ha sido y es uno de los peces mas introdu-

cidos debido a la facilidad de su mantenimiento y reproduccion.

El nombre Guppy proviene del apellido de Robert J. L. Guppy quien fue homenajeado
por el naturalista inglés Guenther, quien recibi6 de Robert los primeros peces colectados en
América Central en el afio 1860. Pertenece a la familia de los Poecilidae, a la cual también per-

tenecen los Molinesias, Platys y Espadas.

* Fuente: www.animals.net
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Son agiles y multicolores. Los Guppy son utilizados en acuarios desde mediados de
1900. Entretanto, su utilizacién no se limita apenas a esta aficién ya que, debido a su habito
voraz de alimentarse con larvas de insectos, los Guppy son utilizados en paises del oriente co-
mo herramienta de control biolégico. Ya fueron utilizados también en Brasil, en la década 30,
para combatir los transmisores de malaria y de la fiebre amarilla. Son también utilizados en
laboratorios, en los experimentos ecotoxicolégicos, genéticos, comportamentales y reproduc-

tivos.
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8. Resultados

8.1. Identificacién de especimenes

Los caracoles recolectados fueron identificados como Conus spurius por poseer caracteristicas
unicas de esta especie en su concha, asi como por el lugar donde fueron recolectados (Mar Ca-

ribe Mexicano). Se compararon con los prototipos reportados para esta especie de Abbott y

Dance, 1990.

corona

Figura 11. Fotografias del caracol Conus spurius

Su concha tiene forma de cono, es de color marfil con rombos café oscuro en vueltas
concéntricas en la misma direccion del tltimo giro de la concha; es posible observar un peris-
traco café mas claro que el de las manchas. Presenta de 9 a 10 espiras y la abertura es larga y
estrecha (Figura 11). El interior de la concha es de color blanco. Las conchas son lisas, sin ru-
gosidades, con el labio exterior delgado. Su largo es de 4.5 a 7 cm; la espira esta un poco eleva-
da en el centro. El conducto venenoso es de 2 a 6 veces el largo de su concha. Se encuentra en

aguas poco profundas en Florida y en el Golfo de México.
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8.2. Separacioén y purificacion de los componentes del veneno

La Figura 12 muestra la separacién analitica del extracto crudo del veneno de C. spurius, del
cual fueron separados y purificados los dos péptidos que se emplearon en este estudio. Se eli-
gieron los picos 33Sr3 y 34Sr4 porque ya se tenian secuencias parciales de interés, ya que po-
dria tratarse de una O-conotoxina y una nueva conorfamida, respectivamente (Maillo-Penalver,

2001).
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Figura 12. Perfil cromatografico del extracto crudo del conducto venenoso de C. spaurius.
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8.3. Purificacion de los péptidos

Péptido 34S5r4

El pico denominado 34Sr4 se concentrd y posteriormente se disolvié en 500 pl de solucion B
(90% acetonitrilo con 0.085% de TFA). La porcion disuelta se repurificé en primera instancia
mediante HPLC-RP empleando soluciones A y B con una columna semipreparativa C8 (YMC,
C8; 250 x 10 mm i.d., diametro de particula 5 Um, tamafio de poro 12 nm) y un gradiente de
24-45% de solucion B en 58 minutos después de un paso isocratico de 10 minutos a 24% de
solucién B y un flujo de 1 ml/min. El péptido 34Sr4 eluye a 38.8% de solucién B (Figura 13A).
Se eligi6 este péptido debido a que al ser secuenciado parcialmente se encontré que éste posefa

un patrén similar (GPMYD) al de un péptido previamente estudiado en el veneno de estos ca-

racoles: la conorfamida-Srl (Maillo ez a/, 2002).
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Figura 13. Perfil cromatografico de la repurificacion del péptido 34Sr4

A. primera repurificacion; el péptido eluye a los 59.25 min (38.8% B)
B. segunda repurificacion del péptido 34Sr4, el péptido eluye a los 13 min (48.25%Bgo)
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Dicho péptido (pico 34Sr4) se repurificé empleando un gradiente de 45-55% de solu-

ciéon By, (60% de acetonitrilo, 0.1% TFA) en 40 minutos con una columna Agilent Eclipse
XDB-C8 (4.6 x 150 mm, diametro de particula 5 um, 80 A tamafio de poro) y se inyectaron
200 ul. El péptido eluyé en 48.25% de solucion By, (Figura 13B).

Péptido 33513

El pico denominado 3383 se concentro y posteriormente se disolvié en 500 Ul de soluciéon B
para asi poder inyectarlo en el cromatégrafo. Se repurificé con una columna semipreparativa
C8 con un asa de 2 ml y un flujo de 2.5 ml por minuto con un gradiente de 23-41% de solu-
cién B en 54 minutos con 10 minutos de isocratico. El péptido 33513 eluye a 38.9% de solu-

ciéon B (Figura 14A). Se eligi6 el pico denominado 338¢3 debido a que es el mas abundante.

Dicho péptido se repurificé con una columna analitica C8 y un asa de 200 pl. El gra-
diente fue de 50-60% de solucién By, en 40 min. El péptido eluyé en 51.86% de solucion By,
(Figura 14B).
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Figura 14. . Perfil cromatografico de la repurificacion del péptido 33513
A. primera repurificacién, el péptido eluye a los 58.209 min (38.9%)
B. segunda repurificacion del péptido 33513, el péptido eluye a los 7.45 min (51.86% Beo)
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8.4. Estructura primaria

Péptido 345r4

La estructura primaria del péptido fue determinada por secuenciacion automatica mediante la
degradacion de Edman. Se secuencié el péptido sin reducir ni alquilar. Los resultados se mues-
tran en la Figura 15.

¥: gamma-carboxiglutamato

GPMyDPLyIIRGg?

Figura 15. Secuencia primaria del péptido 34Sr4

Como se puede observar es un péptido pequefio de aparentemente 11 aminoacidos. Sin
embargo, cabe sefialar que mediante el andlisis de espectrometria de masas se sabfa que la es-
tructura primaria del péptido estaba incompleta (ver pp. 71-72). Fue imposible dilucidar el al-
timo aminoacido mediante secuenciacién, posiblemente porque éste se encuentra amidado.
Debido a esto fue necesario emplear otra técnica para conocer la identidad de este ultimo resi-
duo. Se decidi6é emplear la técnica Bidlingmeyer (1986) de composiciéon de aminoacidos ya que

es un método eficiente.

En primera instancia, se hidrolizaron por 24 horas 500 pmol de este péptido seguido de
la derivatizacion y la separacion mediante HPLC-RP. Los resultados de este estudio confirma-

ron la secuencia pero sin el altimo residuo (Tabla 3).

Tabla 3. Anilisis de aminoacidos del péptido 34Sr4.
Determinado por derivatizacion precolumna con PITC

AREA PMOL NUMERO
RESIDUO 34Sr4 34Sr4 AA/MOLEC RESIDUO SECUENCIA
D 33032.5 45.06 0.90 D 1
E 55938.5 100.43 2.01 E 2
S 0 0.00 0.00 S 0
G 30840 45.36 0.91 G 1
H 0 0.00 0.00 H 0
R 31932.5 49.93 1.00 R 1
T 0 0.00 0.00 T 0
A 0 0.00 0.00 A 0
P 71703 85.13 1.70 P 2
Y 0 0.00 0.00 Y 0
v 0 0.00 0.00 v 0
M 20278 30.29 0.61 M 1
CO3 0 0 0 Cc-C 0
I 58564.5 76.62 1.53 I 2
L 34024 43.31 0.87 L 1
F 0 0.00 0.00 F 0
K 0 0.00 0.00 K 0
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Como se aprecia en la Tabla 3, tnicamente aparecen 11 aminoacidos y por lo tanto la
estructura primaria es incompleta. Sin embargo la técnica es lo suficientemente confiable ya
que no aparecen otros aminoacidos ni contaminantes; ademas los valores obtenidos experi-
mentalmente (NUMERO AA/MOLEC) concuerdan con los valores conocidos
(SECUENCIA). Cabe senalar que con este analisis los gamma-carboxiglutamatos se identifican
como acido glutamico (E) y que la metionina (M) presenta pérdidas debidas a la hidrélisis y por

lo tanto los valores para este aminoacido seran inferiores a los esperados.

Se crefa que el residuo faltante pudiera ser isoleucina (I) ya que no aparecen otros ami-
noacidos y la secuencia obtenida hasta ahora indica que se encuentran juntas dos isoleucinas
(GPMYDPLYIIRX), esto sugiere que la hidrélisis no es lo suficientemente eficaz para romper
este enlace y por lo tanto unicamente se alcanzan a distinguir dos isoleucinas, la de la posicién
9 6 10 y la que ocuparia el lugar del dltimo residuo, la posicién 12. Es por esto que se decidid
realizar una vez mas el analisis de aminoacidos pero ahora con una hidrélisis de 72 horas. Los

resultados de este experimento se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Analisis de aminoacidos del péptido 34Sr4.
Hidrolizado 72 horas determinado por derivatizacion precolumna con PITC.

RESIDUO A§4RSI-§4A I;IZIS?I‘ Alz}] hl/\I/I(fII‘lI;)C RESIDUO SECUENCIA
D 11679 24.06 1.29 D 1
E 22702 40.67 2.19 E 2
S 0 0.00 0.00 S 0
G 14010 22.06 1.19 G 1
H 0 0.00 0.00 H 0
R 12715 18.59 1.00 R 1
T 0 0.00 0.00 T 0
A 0 0.00 0.00 A 0
P 28460 33.20 1.79 P 2
Y 0 0.00 0.00 Y 0
A\ 0 0.00 0.00 A\ 0
M 5396 9.15 0.49 M 1

COo3 0 0 0 C-C 0
I 37136 67.11 3.61 I 3
L 13177 21.74 1.17 L 1
F 0 0.00 0.00 F 0
K 0 0.00 0.00 K 0

Los resultados de la hidrolisis por 72 horas resolvieron la identidad del dltimo aminoa-

cido satisfactoriamente, ya que el resultado concuerda con lo esperado y la masa de este pépti-
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do ajusta perfectamente (ver pp. 71-72). Por lo tanto la estructura primaria del péptido 34Sr4

es: GPMYDPLYIIRI; sin embargo, con estos datos no es posible saber si el extremo carboxilo
se encuentra libre o amidado. Desde el punto de vista estructural, este péptido se asemeja a los
miembros de la familia de los neuropéptidos endégenos derivados de la RF-NH,, que define a
la familia de los RF-amido péptidos. Su secuencia es parecida a los FRMF-amido péptidos ais-
lados anteriormente del veneno de C. spurius; es por eso que se le designé con el nombre de
conorfamida-Sr4". 1.os RF-NH, péptidos producen hiperactividad en ratones mayores de 14

dias.

Péptido 335r3
La estructura primaria del péptido fue determinada en primera instancia por secuenciaciéon au-
tomatica mediante la degradacion de Edman. El péptido se secuencié reducido y alquilado para

poder observar las Cys como piridiletilcisteina-PTH encontrandose la siguiente secuencia:

10 20 30
CcCLQFGSTCFL G D DD1I1I CCS GEEF Y ¢ ¢ G E G F G T

Figura 16. Secuencia primaria del péptido 33513

Al parecer se trataba de un péptido de 31 residuos pero el patron de cisteinas ain no se
encontraba bien definido al igual que otros aminoacidos, por lo tanto no es posible hablar de la
Superfamilia de conotoxinas a la cual pertenece. Debido a que fue imposible identificar algunos
aminoacidos, se decidio realizar un corte enzimatico con quimotripsina para secuenciar asi

fragmentos mas pequefos y poder conocer con precision su estructura.

" A las familias de conopéptidos, aquellas con uno o ningtin puente disulfuro, se les asigna un nombre formado
por la palabra cono mas el nombre de la familia que indique su blanco de accion, en este caso RF- amido pépti-
dos, seguido de una o dos letras para indicar la especie.
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Figura 17. Perfil cromatografico del corte enzimatico del péptido 335813 con quimotripsina.
Se obtuvieron diez fragmentos los cuales se secuenciaron.

CLQFGSTCFLGDDDICCSGECFYSGGTFGICS

Péptido completo 5 10 15 20 25 30

(Q7) LGDDDICCSGECFY SGGTF (Q2)

Fragmentos GSTCFL (Q3) GICS Q1

CLQF (Qo6) YSGGTF (Q4)
GSTCFLGDDDICCSGECF (Q8)

Figura 18. Secuencia de aminoacidos del péptido 335r3.
Reducido y alquilado se someti6 al corte enzimatico con Oi-quimotripsina, los
fragmentos fueron aislados por HPLC-RP y analizados mediante el secuenciador.
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Los resultados tras secuenciar todos los fragmentos (Figura 17 y 18) indican que la se-
cuencia del péptido 33Sr3 es la que se muestra en la Figura 19. El arreglo de cistefnas sugiere

que el péptido pertenece a la Superfamilia O y por lo tanto éste fue nombrado st7a’”.

10 20 30
cCLQFGSTCFL G DDD1I1I CCS GECV F Y S G G T F G I C

Figura 19. Secuencia del péptido sr7a obtenida a partir de cortes con O-quimotripsina

Como se puede observar, la secuenciacion del péptido intacto se llevo a cabo por 31 ci-
clos (Figura 16) y proporcioné una identificacién inequivoca de todos los residuos hasta la po-
siciébn 20. Se obtuvo una serie de fragmentos como resultado de la digestion con O-
quimotripsina; todos éstos presentes en cantidades significativas los cuales se analizaron en el
secuenciador para confirmar la asignacion previa y la secuencia completa. Esta claro que la
quimotripsina escinde a los péptidos en el lado carboxilo de la fenilalanina (F) y también en
tirosina (Y) (Figura 18). Cabe mencionar que durante la secuenciacion del péptido quimotripti-
co que comprende los residuos 5 a 9, se observé una pequefia cantidad de Y en este ultimo,

ademas de F, el residuo C-terminal esperado.

Por dltimo, para confirmar la secuencia primaria se llevo a cabo el analisis de aminoaci-
dos para este péptido basado en la técnica de Bidlingmeyer ef a/. (1986) segin se describi6 ante-

riormente en la parte experimental.

* El nombre de una conotoxina con un mecanismo desconocido no tiene letra griega, consiste unicamente en un
cédigo de una o dos letras minusculas para indicar la especie, un nimero ardbigo para designar el patrén de Cys y
una letra minuscula para designar una variante particular.



Tabla 5. Analisis de aminoacidos del péptido st7a.
Determinado por derivatizacién precolumna con PITC.

Resultados

RESIDUO AREA SPIIIB’PMOL SPIIIB’ AT/J;XI(];:EEC RESIDUO gECUENCIA
D 370643 505.64 2.51 D 3
E 279052 501.02 2.49 E 2
S 391099 959.00 4.76 S 4
G 826168.333 1,215.18 6.03 G 6
H 0 0.00 0.00 H 0
R 0 0.00 0.00 R 0
T 197636.333 360.28 1.79 T 2
A 0 0.00 0.00 A 0
P 0 0.00 0.00 P 0
Y 145127.667 201.54 1.00 Y 1
\ 0 0.00 0.00 \% 0
M 0 0.00 0.00 M 0
co3 0 0 0 c-C 6
I 227927 298.20 1.48 I 2
L 319225.667 406.34 2.02 L 2
F 543090.333 714.86 3.55 F 4
K 0 0.00 0.00 K 0

Como se puede apreciar en la Tabla 5, no aparecen otros aminoacidos que no se en-

cuentren en el péptido st7a y la proporcién en la que se encuentran es muy cercana a la que se

esperaba. Entonces la estructura primaria

confirmada

péptido

st7a  es:

CLQFGSTCFLGDDDICCSGECFYSGGTFGICS con la que se puede especular que pet-

tenece a la superfamilia O, ya que cuenta con seis cisteinas distribuidas con el siguiente patron:

C-C-CC-C-C, el cual es caracteristico de dicha familia.

8.5. Determinacion de las masas moleculares

La estructura de los péptidos fue corroborada por espectrometria de masas. La masa molecular

monoisotopica calculada para la secuencia GPMYDPLYIIRI-NH, es de 1380.74; obteniéndo-

se para la misma mediante espectrometria de masas (Figura 20) un valor de 1380.90 Da, lo cual

indica que la estructura del péptido conorfamida-Sr4 (CNF-Sr4) esta completa y correcta. El

calculo de la masa tedrica se hizo con la suposicion de que los dos residuos de gamma-

carboxiglutamato (Gla) se encuentran descarboxilados, es decir, se encuentran como glutama-
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to; la descarboxilacion de los residuos de Gla ocurre en forma casi cuantitativa cuando se utili-

za la técnica de MALDI-TOF, como se hizo en este trabajo.
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Figura 20. Espectro de masas del péptido conorfamida-Sr4

La masa molecular monoisotépica obtenida experimentalmente para la secuencia
CLQFGS... es de 3349.89 Da. En el espectro (Figura 21) se aprecian dos grupos de picos mo-
noisotopicos con una diferencia en masas de =16 indicando la posible existencia de oxidacién
en una metionina (aminoacido susceptible a oxidacién), hidroxilacién en una prolina o micro-
heterogeneidad fenilalanina-tirosina. La secuencia obtenida no contiene ninguno de los dos
primeros aminoacidos, por lo que hasta el momento se propone que la molécula con mayor
masa molecular (3365.82 Da) es una variante del péptido Str7a con una sustituciéon Phe-Tyr en
la posiciéon 9 (ver Estructura primaria, Péptido sr7a). La masa monoisotopica calculada para la
secuencia mostrada en la Figura 19, considerando que el extremo carboxilo esta libre, es de
3328.23 Da. La diferencia (21.66 Da) con la masa experimental podria deberse a la presencia

mayoritaria de un aducto de sodio (diferencia esperada 21.99 Da).

. [,
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Figura 21. Espectro de masas del péptido st7a

8.6. Caracterizacion Biologica

La actividad bioldgica de los péptidos se determiné mediante bioensayos en ratones, moluscos

y peces segun se indica en la parte experimental.

Bioensayo en raton
El bioensayo consistié en la inyeccion intracerebral de una dosis determinada de los péptidos

nativos en ratones de 21 6 25 dias de nacidos. Los resultados se muestran en la Tabla 6.

Los ratones inyectados con 250 y 500 pmol de conorfamida-Sr4 fueron de 21 dfas de
nacidos. Debido a que al duplicar la dosis no se pudo observar un cambio evidente en el com-
portamiento de los ratones, se realizé una perfusion para poder analizar el sitio de inyeccion asi
como un posible dafo celular. Los ratones empleados en la dosis de 1000 pmol de conorfami-
da-Sr4 fueron de 25 dias de nacidos. Los sintomas expresados por estos ratones fueron mucho
mas evidentes que con los ratones inyectados con 250 pmol; es decir, en los ratones de 1000
pmol el clonus de las extremidades dur6 al menos un minuto mientras que en los ratones de

250 pmol fue tan sélo de algunos segundos. La hiperactividad también se vio enaltecida con la
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dosis de 1000 pmol; los ratones brincaban una y otra vez sin importarles golpearse en la cabe-
za. El analisis histolégico indica que la toxina provoca un dafio citotéxico unilateral que llega

hasta el estriado.

Tabla 6. Actividad biolégica de péptidos nativos aislados de C. spurius en ratones

PEPTIDO DOSIS BIOACTIVIDAD
(pmol)
. 250 Clonus de los miembros anteriores, seguido de un
Conotrfamida-Sr4 - . . . . .
(n=3)  periodo de somnolencia y posteriormente hiperacti-
vidad
Conorfamida.Sed (jg(;) Incremento del rascado y acicalamiento

Clonus de los miembros anteriores, masticacion,

1000 periodo de inactividad y posteriormente hiperactivi-
Conorfamida-Sr4 (n=3) dad
250 Sindrome hiperactivo
st7a -
(n=3)

Los ratones inyectados con 250 pmol de st7a fueron de 21 dias de nacidos. La hiperac-
tividad presentada se caracterizé por un deambular continuo alrededor de la jaula, trepar con
las 4 patas por el techo de la jaula y, si se les quitaba el techo, brincaban para intentar salir, aci-
calamiento muy frecuente y apresurado, de manera compulsiva. Nunca estuvieron inméviles

como suelen hacerlo los ratones normales y los controles.

El sindrome hiperactivo esta caracterizado por el movimiento rapido y constante del ra-
ton alrededor del interior de la jaula, siempre en la misma direccidn, y deteniéndose brevemen-
te en las esquinas para intentar asomarse al borde de la caja; por la tanto se puede decir que el

péptido sr7a causa hiperactividad en ratones.
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Bioensayo en caracoles Pomacea paludosa
El bioensayo consisti6 en la inyeccién intramuscular en el pie del caracol de una dosis determi-
nada de los péptidos nativos a caracoles de 12.8 a 15.5 g. Los resultados se muestran en la Ta-

bla 7.

Tabla 7. Actividad biolégica de los péptidos nativos aislados de C. spurius en caracoles

PEPTIDO DOSIS (pmol) BIOACTIVIDAD
CNF-Sr4 250 Sindrome de hiperactividad, posterior recuperacion
st7a 250 Parilisis (inactividad)

Los caracoles inyectados con solucién salina no se vieron afectados en ningin momen-
to por la insercion de la aguja (Figura 22), ni tampoco presentaron algin cambio en su com-
portamiento; éstos continuaron pegados al vidrio de la pecera sin moverse durante todo el
tiempo de la observaciéon. En cambio, los caracoles inyectados con 250 pmol de conorfamida-
Sr4 comenzaron a desplazarse activamente por toda la pecera en el momento de la inyeccion;
minutos después (=20), se quedaron inméviles pegados al vidrio —en sefial de recuperacion—

hasta el término de la observacién.

Uno de ellos, el de menor peso corporal, a los 5 minutos realiz6 movimientos peristalti-
cos de cabeza (hacia arriba y hacia abajo) durante 10 segundos y al mismo tiempo extendia su
sifon moviéndolo de un lado a otro, lo que indica, probablemente, que el caracol experimenta-

ba problemas para respirar.

Los caracoles inyectados con 250 pmol de péptido st7a presentaron cambios en su
comportamiento. Al momento de la inyeccion, se retrajeron en su concha ocasionando que se
cayeran al fondo de la pecera donde permanecieron inméviles por al menos 30 minutos, siendo
incapaces de cerrar su opérculo por completo. Reaccionaban con lentitud a los estimulos tacti-

les.
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Figura 22. Fotografia mostrando el método de inyeccién para el bioensayo en caracol

Bioensayo en lapas Patella opea
Las lapas fueron inyectadas en la parte posterior del pie con dos distintas dosis de cada pépti-

do; una de 50 pmol y la otra de 250 pmol

Las lapas inyectadas con 50 pmol de CNF-Sr4 perdieron fuerza de adhesion, no se suje-
taron con la misma fuerza a la superficie ni reaccionaron al tacto, como las controles que al ser

tocadas en el pie contrajeron éste (Figura 23). Al parecer presentaron paralisis.

La dosis de 250 pmol de CNF-Sr4 present6 efectos mas evidentes. Las lapas al ser in-
yectadas se quedaron completamente inmoviles, no reaccionaron ante ningun estimulo, no se

adhirieron a la superficie y no contrajeron el pie. Se trata evidentemente de una paralisis.

El péptido st7a no produjo ningun cambio en las lapas. Se probaron dosis de 50 pmol y

dosis de 250 pmol. Aparentemente, este péptido no tiene efecto en ellas, al menos en las dosis

probadas.
Tabla 8. Actividad bioldgica de los péptidos nativos aislados de C. spurius en lapas
PEPTIDO DOSIS (pmol) BIOACTIVIDAD
CNF-Sr4 50 Perdieron fuerza de adhesién y no reaccionaban al tacto
CNF-Sr4 250 Parilisis
st7a 50-250 Sin efecto

Cabe sefalar que debido al poco tiempo de observacion, con este bioensayo tnicamen-
te se pueden ver los efectos de una paralisis rapida. Este efecto se debe generalmente a neuro-

toxinas utilizadas por los animales venenosos para inmovilizar a sus presas rapidamente (Zlot-
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kin, 1987). La actividad de otros componentes del veneno, como citolisinas y proteasas (Kre-

ger, 1989) no se puede manifestar en este lapso de tiempo.

Figura 23. Fotograffa mostrando las lapas empleadas en el bioensayo con el péptido CNF-Sr4.
Una se encuentra totalmente inmévil (izquierda) después de ser inyectada con 250 pmol de
péptido mientras que la otra reacciona contrayéndose después de ser inyectada con solucién sa-
lina (control).

Bioensayo en peces Lebistes reticulatus

Se utilizaron peces de 200—230 mg de peso que fueron inyectados debajo de la aleta dorsal, en
la parte posterior, con dosis de 250 pmol de péptido disueltos en 10 Ul de solucién salina. Pre-
viamente a la administracién de la dosis a los peces, se inyectaron cinco peces controles, de la
misma manera en que iban a ser inyectados los peces problema. Los controles no se vieron

afectados por el manejo ni por la inyeccion de solucion salina.

Se inyectaron tres peces con 250 pmol de CNF-8r4 y tres mas con 250 pmol de st7a.
Los peces inyectados no presentaron cambio en su comportamiento para ninguno de los dos
péptidos; es decir, los péptidos aqui estudiados (CNF-Sr4 y st7a) no tienen actividad biolégica

en peces Lebistes reticulatus.

Cabe la posibilidad que con dosis mayores de péptido los resultados fuesen los mismos;
ya que la bibliografia ha reportado bioensayos en peces con dosis 20 veces mayor a la dosis

paralitica media (PD,;) en moluscos y no ha habido actividad en peces (Fainzilber ¢# a/, 1991).
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9. Discusion

La familia Conidae esta integrada por moluscos gasteréopodos venenosos y contiene uno de los
grupos de depredadores mas exitosos que existen: los caracoles marinos Conus que, de acuerdo
a la especificidad de su presa, pueden ser piscivoros, molusquivoros o vermivoros (Kohn y
Nybakken, 1975). El estudio del veneno de algunas especies piscivoras de Conus demostré que
éste se compone de pequefos péptidos neurotdxicos llamados conotoxinas, las cuales ostentan
una gran selectividad en los receptores de su blanco molecular. Las conotoxinas son péptidos
ricos en puentes disulfuro, de 12 a 35 aminoacidos, que tienen su blanco molecular en diferen-
tes subtipos de canales i6nicos activados por voltaje o por ligando. El veneno de un Conus tiene

alrededor de 100 diferentes péptidos biolégicamente activos.

La investigacion toxinolégica en Conus se ha basado mayoritariamente en el estudio de
especies piscivoras; en cambio, el veneno de los Conus vermivoros y molusquivoros no se ha
estudiado tan intensamente, probablemente debido a la baja actividad que presentan en verte-
brados (Endean y Rudkin, 1963, 1965) y a la falta de bioensayos apropiados para invertebrados
(Gray ez al., 1988). Las conotoxinas en el veneno pueden relacionarse con parametros ecologi-
cos y de comportamiento; es por eso que se encuentran bajo presion selectiva, es decir, deben
evolucionar para conseguir una alta afinidad hacia el blanco fisiolégico. Cuando se prueba en
otros phyla de animales, a pesar de contar con blancos aparentemente homologos, la afinidad

decrece significantemente (Olivera, 2002).

Las neurotoxinas son herramientas poderosas en la investigacion del sistema nervioso.
Un ejemplo clasico de este trabajo es el de la tetrodotoxina, el cual provee evidencia experi-
mental critica del bloqueo de canales de sodio activados por voltaje ya que se inhibe la propa-
gacion de los potenciales de accién en el musculo. En la actualidad, muchos agentes farmaco-
légicos novedosos, de gran interés potencial para los neurocientificos, se han caracterizado a
partir del veneno de reptiles, arafas, escorpiones, anémonas marinas y caracoles conicos, gene-

ralmente para elucidar la interrelacién entre estructura y funcién de sus blancos.

El estudio del veneno de los Conus ha impactado a la farmacologfa, ya que presentan
una gran diversidad estructural y funcional de toxinas; y debido a su pequefio tamafio, su sinte-
sis es relativamente facil. A pesar que los caracoles conicos emplean terapia combinatoria de

drogas como estrategia para envenenar a la presa, los componentes individuales del veneno
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han mostrado tener potencial terapéutico y algunos de ellos han alcanzado las fases de pruebas

clinicas en humanos. De hecho, la ®-conotoxina MVIIA, de C. magus, fue aprobada a finales

del 2004 para el tratamiento del dolor crénico, con el nombre comercial de Prialt™.

El estudio del veneno de los Conus se encuentra dirigido por consideraciones ecologi-
cas. Se sugiere que la especificidad en su presa se encuentra relacionada con una selectividad
complementaria de los componentes relevantes de sus venenos, como se ha demostrado con
las toxinas derivadas de artropodos y gusanos nemertinos (Zlotkin, 1987; Kem, 1988). Por
ejemplo, la ®-conotoxina-GVIA aislada de la especie piscivora C. geographus no es activa en
sistemas invertebrados (McCleskey e a/, 1987) y puede distinguir entre diferentes grupos de
vertebrados (Gray ez al., 1988). Ademas, la hipotesis de la especificidad en grupos de animales

se encuentra soportada por trabajos anteriores con el veneno crudo de Conidae (Endean y

Rudkin, 1963, 1965).

Entender el efecto en el comportamiento de los péptidos de Conus requiere una pers-
pectiva integral. La especificidad molecular de los péptidos de Conus sugiere que la aplicacion
de un péptido especifico de Conus en el CNS llevara a una perturbacion selectiva de algunos
circuitos. El efecto de las toxinas puede distinguirse usando técnicas de electrofisiologia y ade-

mas, se debe identificar el blanco a nivel moleculat.

En este trabajo se realiz6 el aislamiento, purificacién y caracterizaciéon quimica y biolo-

gica de dos péptidos del veneno del caracol vermivoro Conus spurius.

9.1. Conorfamida-Sr4 (péptido 34Sr4)

La estructura primaria de uno de los componentes del veneno de la especie C. spurius, inicial-
mente denominado 34Sr4, fue determinada mediante secuenciacién quimica, composicion de

aminoacidos y espectrometria de masas, siendo ésta GPMYDPLYIIRI-NH,,.

Al comparar la secuencia del extremo amino (GPM) con otros péptidos obtenidos an-
teriormente del veneno de C. spurius (Maillo-Pefialver, 2001) (Tabla 9), se infiere que este pép-
tido pudiera tratarse de una conorfamida; es mas, el ultimo residuo de este péptido también se
encuentra amidado. Por lo tanto, se puede proponer con seguridad que este péptido corres-

ponde a la familia de los RF-amido péptidos.
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Tabla 9. Conorfamidas encontradas anteriormente en el veneno de C. spurius

Conorfamida Secuencia
Conorfamida-Sr1 GPMGWVPVFYRF-NH;
Conorfamida-St2 GPMYyPPDFIRY-NH,
Conorfamida-Sr3 ZVIIVPVAGGTLFRY-NH,

Y, gamma-carboxiglutamato

Actualmente la familia de neuropéptidos mas ampliamente distribuida y mas diversa es
la del tipo FMRF-amido péptidos. Se piensa que los FMRF-amido péptidos se encuentran pre-
sentes en todos los animales (Greenberg y Price, 1992) y se les ha atribuido funciones de
transmisiéon o sefalamiento en invertebrados. Los FMRF-amido péptidos tienen secuencias
similares al péptido tipo, Phe-Met-Arg-Phe-NH,, el cual se descubri6 por primera vez en 1977,
en el extracto del sistema ganglionar de la almeja Microcallista nimbosa y se determiné que era
capaz de aumentar y prolongar las contracciones del corazén y otros musculos en la especie
(Price y Greenberg, 1977). Estudios posteriores determinaron que este péptido se encontraba
presente en una gran variedad de especies de moluscos, anélidos y nematodos, y que en todas

ellas tenia efectos cardioexcitatotios.

Sin embargo, con el estudio de los FMRF-amido péptidos se descubri6 que la secuencia
tipo (FMRF) puede tener ciertas variaciones pero conservando generalmente los ultimos dos
residuos, por lo tanto se denominé a esta familia los RF-amido péptidos. La familia de los RF-
amido péptidos es un grupo de péptidos que comparten en la secuencia del carboxilo terminal
Arg-Phe-amida y son neuromodulatorios (Walker ez a/, 1993). Estos péptidos se encuentran

distribuidos entre los metazoos y notablemente en anélidos.

Las conorfamidas representan el tercer grupo de péptidos homologos a familias de neu-
ropéptidos, presente en venenos de Conus. El primero de ellos fue aislado del veneno de C.
geographus (Cruz et al., 1987), la conopresina-G, la cual es agonista del receptor de vasopresina.
Su actividad biolégica es muy similar a la provocada por las hormonas neurohipofisiarias vaso-
presina y oxitocina de vertebrados. Posteriormente se demostrd que este péptido es un neuro-
péptido endégeno de la familia de la vasopresina, presente en una gran variedad de moluscos
(Nielsen ez al., 1994). La segunda familia de analogos a neuropéptidos endégenos proveniente

de especies de Conus; la contulakina-G, fue aislada también del veneno de C. geographus. Fista
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representa el primer ejemplo conocido de miembros de la familia de las neurotensinas prove-

nientes de una fuente de invertebrados (Craig ez al., 1999).

En los ensayos biolégicos se pudo observar que el péptido CNF-Sr4 presenta actividad
tanto en vertebrados como en invertebrados, concordando con los resultados publicados para
la actividad de los RF-amido péptidos. (Greenberg y Price, 1992; Price y Greenberg, 1977). El
comportamiento de los ratones inyectados con el péptido CNF-Sr4 es semejante al de ratones
inyectados intracranealmente con conorfamida-Srl, la cual, a su vez, produce los mismos efec-
tos que el péptido cardioactivo FMRF-NH,, por lo que se pudiera pensar que el péptido 34Sr4

es un analogo a este tipo de neuropéptidos.

La hiperactividad presentada por los caracoles Pomacea frente a este péptido no es sot-
prendente ya que anteriormente Greenberg y Price (1992) demostraron que existen alrededor
de 12 diferentes RF-amido péptidos en cada especie de moluscos como, por ejemplo, en otros
gasteropodos: caracoles pulmonados y nudibranquios. El péptido CNF-Sr4 parece afectar el
sistema cardiovascular en los caracoles Pomacea ya que uno de ellos después de ser inyectado

mostré el sifén indicativo de que presentaba dificultad al respirar.

Los resultados obtenidos en el bioensayo con lapas (paralisis) apoya la teorfa de que se
trate de un péptido perteneciente a la familia de los RF-amido péptidos ya que las lapas tam-
bién pertenecen al phylum de los moluscos y los canales se encuentran bastante conservados
entre ellos. En cambio, en peces no se obtuvo respuesta alguna. Posiblemente debido a que el
Conus spurius es una especie vermivora y por lo tanto no es de esperarse que los componentes
de su veneno estén dirigidos a los tipos y subtipos de blancos moleculares presentes en peces.
Es decir, el veneno en cada especie de Conus ha evolucionado de acuerdo a sus necesidades
alimenticias y también podriamos estar hablando de una adaptaciéon de acuerdo al habitat. El
contenido del veneno proporciona un panorama bioquimico de las interacciones bidticas y
puede llevar a la especie al triunfo o al fracaso. No se ha encontrado otro miembro de los RF-
amido péptidos en otras especies de Conus, por lo tanto se sugiere que esta nueva familia de
conopéptidos evoluciond en especies de Conus pertenecientes a la provincia caribefia y del

Atlantico.

En conclusion, pudiera ser que este tipo de péptido esté adaptado para envenenar a la
presa, ya que la familia de los RF-amido péptidos tiene un papel importante en la fisiologfa de

la pared muscular de los anélidos y nematodos (Walker ¢ a/., 1993). Sin embargo no se pueden
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descartar explicaciones alternativas, como por ejemplo que el Conus lo emplee con propdsitos

enddgenos o para defenderse de depredadores y/o para interacciones de competencia.

La presencia de diferentes conorfamidas en el veneno de C. spurius apoya la especula-
ciéon de que esta familia de neuropéptidos cumple funciones especificas en el veneno: las espe-
cies piscivoras de Conus contienen en su veneno una serie de conotoxinas que interactian es-
pecificamente con la capacidad de movimiento de su presa natural, la especie vermivora C.
Spurins expresa en su veneno una serie de estructuras de RF-amido péptidos que podrian ser
capaces de influir en el movimiento y la supervivencia de sus presas, depredadores o posibles

competidores.

Si el CNF-Sr4 se tratara de un péptido de la familia de los RF-amido péptidos, la activi-
dad de este péptido en el SNC de mamiferos puede ser una herramienta neurolégica para en-
tender el papel de los RF-amido péptidos en estos sistemas y serfa la cuarta conorfamida aisla-

da del veneno de C. spurius.

9.2. Péptido st7a (33513)

Hasta el momento no es posible determinar con seguridad la superfamilia a la cual pertenece
este péptido, ya que no se conoce la estructura de su precursor; sin embargo, se cree que pu-
diera tratarse de un péptido de la superfamilia O, ya que el patrén de cisteinas (C-C-CC-C-C)
obtenido para este péptido presenta una alta similitud con esta superfamilia y no existe otro

patrén similar en conotoxinas. Dentro de la superfamilia O se encuentran las familias dirigidas
hacia canales i6nicos activados por voltaje: las 8- y LO-conotoxinas afectan canales de Na”, las

K-conotoxinas bloquean canales de K, las ®-conotoxinas bloquean canales de Ca*" y las -

conotoxinas que actian en canales de sodio que se activan a voltaje hiperpolarizante (HCN)).

Al comparar la secuencia de aminoacidos obtenida para este péptido con las conotoxi-
nas reportadas para la superfamilia O, se puede especular sobre la familia a la cual pudiera per-

tenecer el péptido str7a. Sin embargo, también es necesario conocer el blanco farmacolégico.
Hasta ahora, s6lo se han reportado tres LLO-conotoxinas y una K-conotoxina. En cambio, se
han reportado muchas d-conotoxinas de especies piscivoras y molusquivoras y una gran varie-

dad de ®-conotoxinas. Hasta ahora, sélo se han reportado cinco conotoxinas de especies ver-
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mivoras perteneciente a la superfamilia O (Abogadie ez a/, 1990; Aguilar e al., 2005; Zugasti-
Cruz et al., 2000; Jiang et al., 2000).

Las dos LO-conotoxinas aisladas de la especie molusquivora Conus marmoreons presentan
31 aminoacidos, son péptidos inusualmente hidrofébicos y se encuentran estrechamente rela-
cionados entre si, es decir, su estructura primaria es casi idéntica, solo difiere en 3 residuos. Al
compararlas con el péptido sr7a se aprecia claramente que son muy diferentes (Tabla 10). El
péptido st7a no contiene tantos residuos hidrofébicos (31% de residuos hidrofébicos) como

las HO-conotoxinas (54% de residuos hidrofébicos) y al parecer tampoco comparten el mismo

blanco farmacolégico, ya que las LWO-conotoxinas al bloquear el canal de sodio activado por
voltaje impiden la transmision de sefiales a través de nervios y membranas musculares imposi-
bilitando que se lleve a cabo el potencial de accidn; en cambio, el péptido sr7a produce hiper-
actividad lo cual se debe a un exceso de potenciales de accion. Al parecer, estas tres conotoxi-
nas solo comparten el mismo patréon de cisteinas y por lo tanto se puede decir que el péptido

st7a no pertenece a esta familia de conotoxinas.

Existe otra LO-conotoxina aislada de la especie piscivora C. geographus (Yanagawa et al.,
1988) la cual presenta alguna similitud con el péptido str7a, sin embargo, se podria decir que

esto no es suficiente para clasificarla dentro de esta familia ya que, al igual que las otras dos

LO-conotoxinas, tampoco comparte los mismo efectos farmacoldgicos.

Tabla 10. Comparacién entre el péptido st7a y LO-conotoxinas reportadas hasta el momento.
Las conotoxinas se encuentran alineadas con base en el patrén de Cys.

Especie Conus  Péptido Secuenci a

C. spurins st7a CLQFGSTCFLGDDDI CCSGE CFYSGGTF GICS

C. marmoreons pO-MrVIA ACRKKWEYCIVPIITI GFI YCCPGLI CGPFV CvV

C. marmoreons pO-MrVIB ACSKKWEYCI VPI LGFVYCCPGLI CGPFV CvV

C. geographus nO-GS ACSGRGSRCPPQ CCMGLRCGRGNP QK CI GAHED

Residuos hidrofébicos: G, A, V, L, Iy P.

Las LO-conotoxinas y las 8-conotoxinas presentan algunas caracteristicas similares. Las

d-conotoxinas aisladas de especies molusquivoras y piscivoras de Conus también contienen mu-
chos residuos hidrofébicos y actuan en los canales de sodio, sélo que éstas inhiben la desacti-

vacion rapida del canal de sodio, lo cual regula los potenciales de accion, llevando a un estado
hiperexcitado. Los efectos observables de las 8-conotoxinas dependen del sistema de estudio.

Por ejemplo, la 8-TxVIA-conotoxina, aislada de la especie molusquivora C. zextile, en vertebra-
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dos se une a canales de sodio sin ningin efecto téxico y en membranas neuronales de molus-
cos prolonga la cotriente de sodio. En cambio, el péptido 8-PVIA aislado de la especie piscivo-
ra C. purpurascens (Shon et al., 1995) provoca sintomas excitatorios en ratones y en peces pero es
inactivo en moluscos, aun en dosis 100 veces mayores. El péptido st7a provoca sindrome hi-

peractivo en ratones y paralisis en caracoles Pomacea pero no tiene efecto en lapas ni en peces.

Cabe mencionar que las dos 8-conotoxinas aisladas de C. fextile, molusquivoro, tnica-
mente son activas en lapas, induciendo paralisis. No muestran actividad en insectos, crustaceos
y peces. En los bioensayos intracerebrales en ratas no se aprecié ningun efecto toxico a pesar
de las altas dosis empleadas (Fainzilber ez al., 1991). Esto podria demostrar la especificidad de
las conotoxinas en grupos de animales la cual pudiera estar relacionada con los habitos alimen-
ticios de los Conus. Mas no se deberia intentar explicar la complejidad farmacolégica del vene-

no de los Conus sélo en términos de la simple especificidad estratégica presa-paralisis.

No hay publicaciones que describan la presa del C. spurius; sin embargo Lowell Thomas
ha visto un cono de esta especie comiendo gusanos nemertinos (Songdahl y Lane; 1970; Song-
dalh, 1973). A partir de los resultados obtenidos en bioensayos con esta especie, se sugiere que
el C. spurius toma como presa a los moluscos, si no primariamente, si ocasionalmente; no se ha
visto que el C. spurius se alimente de moluscos pero si los mata. Ademas, la estructura de sus
dientes tiene las caracteristicas apropiadas de un molusquivoro lo cual no los excluye de ser

también vermivoros.

Al comparar estructuralmente al péptido st7a con las 8-conotoxinas (Tabla 11) se pue-
de apreciar que presentan los mismos residuos en algunas posiciones, pero las d-conotoxinas
son un poco mas cortas que el péptido sr7a y ademads estas conotoxinas no comienzan su se-
cuencia con la cisteina. Es interesante que estas 8-conotoxinas compartan la lisina y la glicina
en la misma posicién que muchas M-conotoxinas; s6lo que las 8-conotoxinas son, en general,
de naturaleza acida (cargas netas negativas) mientras que las ®-conotoxinas presentan muchos
residuos basicos asi como prolina en su estructura primaria. El péptido sr7a contiene una gran
cantidad de residuos 4cidos y presenta la G-5 que comparten tanto las 8-conotoxinas y las @-

conotoxinas. Por lo tanto, no se encuentra excluido de ninguna de las dos familias de cono-

toxinas.
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Especie Conus  Péptido Secuencia
C. spurins st7a CLQFGSTCFLGDDDICCSGE CFYS GGTFGICS -4
C. textile S-TxVIA WCKQS GEMCNLLDQN CCDGY CIVLYV CT 2
C. textile 5-TxVIB WCKQS GEMCNVLDQN CCDGY CIVFYV CT 2
C. purpurascens S-PVIA EACYAOGTFCGIKOGL CCSEF CLPGYV CFG -1
8-NgVIA SKCFSOGTFCGIKOGL CCSVR CFSLF CISFE +2
8-Am2766 CKQAGES CDIFS QN CCVGT CAFI CIE -1
C. gloriamaris 8-GmVIA  WKP CRKEGQL CDPI FQN CCRGWNCVLF CVv +3
C. striatus §-SVIE DGCSSGGTFCGIHOGL CCSEF CFLW CITFID -3

O, trans-4-hidroxiprolina

La tnica K-conotoxina que se conoce hasta el momento es la K-conotoxina PVIIA ais-
lada de la especie piscivora C. purpurascens, la cual bloquea canales de K activados por voltaje
(Shon ez al., 1998). La inyeccién de este péptido en ratones conduce a un estado excitado; sin
embargo, no se ha identificado atn el canal de K* de mamifero en donde se vea la actividad
especifica de esta conotoxina. La estructura primaria de la K-conotoxina PVIIA no presenta
mucha similitud con el péptido st7a; aunque comparten algunos aminoacidos en la misma po-
sicion (Tabla 12). Presentan el mismo patrén de cisteinas pero los residuos intercisteinas son
muy diferentes entre si; sin embargo el péptido st7a al ser inyectado en ratones produce el
mismo efecto que la K-conotoxina PVIIA, es decir, provoca un sindrome de hiperactividad. La
K-conotoxina produce hiperactividad ya que al bloquear el canal de potasio impide que se re-
grese al estado de reposo. Cabe sefialar que tanto el péptido sr7a y la K-conotoxina comparten
la fenilalanina-9, la cual es importante para interacciones hidrofébicas del péptido con el canal
de K' (Terlau y Olivera, 2004). Estas evidencias podtian sugerir que el péptido st7a fuese una

K-conotoxina.

Tabla 12. Comparacién entre el péptido st7a y la K-conotoxina.

Especie Conus Péptido Secuencia
C. spurius st7a CLQFGSTCFLGDDDICCSGECFYSGGTFGIC S
C. purpurascens K-PVIIA CRI ONQKCFQHLDD CCSRKCNRFNK cCV

O, trans-4-hidroxiprolina
En la actualidad, se han identificado una gran variedad de ®-conotoxinas de especies
piscivoras de Conus; sin embargo parecerfa apropiado que las especies molusquivoras y vermi-

voras desarrollasen péptidos que actien en canales de calcio activados por voltaje.
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El veneno de los Conus piscivoros que se ha estudiado presenta multiples -
conotoxinas con diferencias en la secuencia de aminoacidos. Todas actian en los canales de
Ca®" pero en diferentes subtipos (L, N, P, Q, R y T). Una caracteristica de las ®-conotoxinas es
la gran cantidad de aminodcidos basicos que contiene [His (H), Lys (K), Arg (R)], los cuales
juegan un papel importante en la inhibicién de canales de calcio; las W-conotoxinas se encuen-
tran amidadas y presentan residuos hidroxilados [Ser (), Thr (T), Tyr, (Y)]. Ademas de las
cargas positivas proporcionadas por los residuos basicos, se sabe que la tirosina-13 es impor-
tante para la uniéon con el canal de calcio (Terlau y Olivera, 2004). Sin embargo, las ®-
conotoxinas son extremadamente diversas. El patrén de cisteinas se conserva en todas las -

conotoxinas reportadas pero mas de 4/5 de los residuos diferentes a cisteinas difieren entre

ellas. Aparte de los seis residuos de cisteina, sélo se ha encontrado otro residuo absolutamente

conservado en todas las ®-conotoxinas: la glicina en la posiciéon cinco (G-5) (Myers e# al.,

1990).

Tabla 13. Comparacién entre el péptido st7a y algunas ®-conotoxinas.

Especie Conus  Péptido Secuencia

C. spurius st7a CLQFGSTCFLGDDDI CCSGECFYSGGTF G1ICS
®-CVID CKS KGAKCS KLMYD CCTGS CSGTVGT C*
®-CnTVIIA CKGGAO CTRLMYD CCHGS CS § S KGR C

C. geographus ®-GVIA CKSOGSSCSOTS YN CCR S CNOYT R CY*

C. geographus O-GVIB CKSPGSSCSPTS YN CCR S CNPYTKRR CYG

C. geographus ®-GVIC CKSPGSSCSPTS YN CCR S CNPYTKR C

C. geographus ®-GVIIA CKSPGTPCS RGMRD CCT S CLLYSNK CRRY

C. geographus ®-GVIIB CKSPGTPCS RGMRD CCT S CLSYSNK CRRY

C. magus O-MVITA CKGKGAKCSRLMYD CCTGS CRS GK C*

C. magus ®-MVIIB CKGKGASCHRTS YD CCTGS CNR GK C

C. magus O-MVIIC CKGKGAPCRKTMYD CCSGS CGRRGK C*

C. magus O-MVIID TRCQGRGASCRKTMYN CCSGS CNRGR CG

C. pennacens ®-PnVIA GCLEVDYFCGI PFANNGLCCSGNCVFYV CTPQ

C. pennacens ®-PnVIB DDCEPPGNFCGMI KI GPP CCSGWCFFA CA

O, trans-4-hidroxiprolina; * extremo COOH-amidado

La estructura primaria del péptido st7a no presenta ningin residuo basico y ademas se
encuentra cargado negativamente debido a la presencia de acido aspartico (D) en su secuencia;

ademads no presenta tirosina en la posicion 13 pero si glicina en la posiciéon 5, caracteristica de
muchas M-conotoxinas. También contiene en su secuencia varios residuos hidroxilados y com-

parte junto con otras M-conotoxinas (Tabla 13) algunos residuos en la misma posicion.
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Al comparar los efectos del péptido st7a con los efectos de las W-conotoxinas no se

puede llegar a ninguna conclusién contundente, ya que las ®- conotoxinas actian en canales de
calcio, los cuales son responsables de los sistemas de control y ademas tiene efecto en el po-

tencial de membrana celular produciendo asi muchos efectos en el sistema de prueba.

A la fecha se conocen cuatro Y-conotoxinas: dos de especies molusquivoras (C. penna-
ceus'y C. textile) y dos de especies vermivoras (C. delessertii y C. austini) y al compararlas con el

péptido st7a (Tabla 14) se puede apreciar que difieren bastante estructuralmente hablando: el
péptido sr7a no contiene residuos de Y-carboxiglutamatos (Gla) en su estructura; sin embargo
comparte la secuencia CCS y un nimero variable de residuos con el resto de las Y-conotoxinas.
Difiere menos de las posibles Y-conotoxinas de especies vermivoras (de7a y as7a) que de las Y-
conotoxinas de especies molusquivoras (TxVIIA y Y-PnVIIA). De hecho, estas dltimas, ade-
mas de compartir el motivo YCCS comparten una serina (S) anterior y la carga neta negativa (-4

y -5). Mientras que las Y-conotoxinas de especies vermivoras son neutras (de7a) o ligeramente
cargadas (as7a, -1). El péptido sr7a se encuentra cargado negativamente debido a la presencia

de residuos acidos 3 D y 1 E).

Tabla 14. Comparacién entre el péptido st7a y las Y-conotoxinas.
Las conotoxinas se encuentran alineadas con base al patrén de Cys.

Especie Conus Péptido Secuencia

C. spurius st7a CLQF GSTCFLGDDDICCSGECFYSGGTFGI CS

C. pennacens YPnVIIA DCTS WF GRCTVNS y CCSNSCDQTY Cy LYAFOS
C. textile TxVIIA CGGYSTYCyVDS y CCSDNCVRSY CT LF

C. delessertii de7a ACKOKNNLCAI TyMAjyCCSIGFCLI YR C §*

C. ausitini as7a TCKQKGEGCSLDV y CCSSSCKPGGPLFDF DC

Y, Y-carboxiglutamato; O, 4-trans-hidroxiprolina

Los efectos biolégicos de las y-conotoxinas reportadas a la fecha son variables (Tabla

15). Las y-conotoxinas Y-PnVIIA (Fainzilber ez a/., 1998) y as7a (Zugasti-Cruz et al., 20006) pre-
sentan actividad en caracoles dulciacuicolas —ILymnaea y Pomacea, respectivamente— mientras

que en especies marinas no —lapas Patella— (Fainzilber et al., 1998; Zugasti-Cruz, 2005); en
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cambio la conotoxina TxVIIA tiene actividad en especies marinas (Patella y Aplysia) pero no en

la dulciacuicola (Lymnaca).

El péptido sr7a presenta actividad en caracol dulciacuicola (Pomacea) y no presenta acti-
vidad en moluscos marinos (lapas Patella) ni en peces; sin embargo, produjo hiperactividad en
raton. Comparando al péptido st7a con la conotoxina as7a encontramos que comparten la ac-
tividad biolégica respecto al caracol Pomacea y ambos son inactivos en la lapa Patella y en el pez

Lebistes reticulatus (Zugasti-Cruz, 2005).

Tabla 15. Efectos biolégicos de Y-conotoxinas y el péptido st7a

Conotoxinas  Molusco Caracol Pez Rata electrofisiologia
Marino Dulciacuicola Lymnaea Aplysia
(Patella) (Pomacea) (dulceacuicola) (marino)
st7a sin efecto paralisis sin efecto  hiperactividad - -
YV-PaVIIA sin efecto - sin efecto sin efecto desencadena —
despolarizacion
TxVIIA paralisis sin efecto sin efecto sin efecto sin efecto desencadena
despolatizacion
as7a sin efecto paralisis sin efecto sin efecto - -
de7a — - — — o —

La y-PnVIIA desencadena la despolarizacion y dispara los potenciales de accién en las
neuronas caudodorsales del caracol dulciacuicola Lymnaea (de manera similar como lo hace la

TxVIIA en el caracol marino Aplysia). Es el prototipo de una nueva clase de Y-conotoxinas

que proveera herramientas para el estudio de los canales marcapaso activados por voltaje

(Fainzilber ef al., 1998).

La TxVIIA es una conotoxina de 27 aminoacidos con seis cisteinas y dos Gla. Los es-
tudios electrofisiolégicos en donde se emplearon neuronas aisladas de Aphsia revelaron un
efecto excitatorio fuerte de TxVIIA al causar el disparo espontaneo y repetitivo de los poten-
ciales de accion. Ademas, la bioactividad del péptido se ve reducida después de la descarboxi-
lacién parcial de los Gla causada por un tiempo de almacenamiento sugiriendo asi un papel
funcional de los residuos Gla en la TxVIIA (Fainzilber e a/, 1998). La TxVIIA tiene una espe-
cificidad muy elevada a moluscos marinos y de hecho, no tiene efecto en otros sistemas neuro-

nales de moluscos dulceacuicolas, como las neuronas caudodorsales de Lymnaea.

La selectividad de la TxVIIA y la y-PanVIIA para receptores de Aplysia y Lymnaea es in-
trigante ya que tienen la carga neta negativa (-4 y -5) y comparten algunos residuos en la misma

posicion. Probablemente esta selectividad se deba a las diferencias en la fuerza iénica y la com-
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posicién entre los sistemas de prueba, reflejando las diferencias entre su habitat: marino y de

agua dulce, respectivamente.

Las inyecciones de Y-PnVIIA asi como las del péptido as7a aplicadas a lapas Pate/la no

revelaron la paralisis contractil observada previamente para TxVIIA. Ninguna de estas Y-

conotoxinas tiene actividad sobre roedores ni sobre peces (Fainzilber ef al., 1991; Fainzilber e

al., 1998; Zugasti-Cruz, 2005; Zugasti-Cruz ez al., 2000).

En cuanto a los péptidos de7a (Aguilar ez al., 2005) y as7a (Zugasti-Cruz e al., 2006) la
propuesta de que podrian ser Y-conotoxinas se basa exclusivamente en el motivo YCCS, ya que
no existen datos electrofisiolégicos de ninguno de ellos. Sin embargo, la actividad biolégica de
as7a (en Pomacea paludosa, pero no en lapas, peces ni roedores) sugiere un parecido funcional

con las Y-conotoxinas.

Entonces, hasta el momento las Y-conotoxinas tienen diferentes especificidades a nivel
de molusco, lo que las hace potencialmente utiles como herramientas para estudiar el sistema
nervioso de ciertos moluscos. Las Y-conotoxinas pueden ser una fuente de neurotoxinas espe-
cificas para anélidos y moluscos, ademas de que estos grupos de animales son sistemas modelo
importantes en muchos aspectos de la investigaciéon neurobiolégica, incluyendo biofisica

membranal y transmision sinaptica.

Por ultimo, el péptido st7a a pesar de tener actividad biologica semejante a la de las Y-
conotoxinas, no es claro si pertenece o no a esta familia, ya que no presenta la combinacién de
residuos YCCS que hasta el momento ha sido encontrada exclusivamente en este tipo de pépti-
dos de la superfamila O. Sin embargo, presenta tres residuos acidos (D) en posiciones cercanas
a la ocupada por el y-carboxiglutamato comuin a los cuatro péptidos considerados como Y-

conotoxinas.

Debido a que el péptido st7a contiene seis cistefnas en su estructura primaria con el
arreglo C-C-CC-C-C, se sugiere que dicho péptido pertenezca a la superfamilia O de conotoxi-
nas ya que el patron de cisteinas determina la superfamilia genética que codifica al péptido, sin
embargo se debe conocer la estructura de su precursor para poder asegurar esto. En cambio,
para conocer a la familia a la que pudiera pertenecer el péptido 33813, es necesario saber con

exactitud el blanco farmacolégico de este péptido ya que las familias se diferencian funcional y
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estructuralmente. Como se mencioné con anterioridad el blanco molecular de las toxinas pue-

de distinguirse usando técnicas de electrofisiologfa.

Este péptido representarfa la sexta conotoxina perteneciente a la superfamilia O aislada
de un caracol vermivoro y seria la primera conotoxina aislada de la especie Conus spurins perte-

neciente a esta superfamilia.

Los péptidos aislados en este trabajo tienen actividad tanto en vertebrados (ratén) co-
mo en moluscos a pesar de que se extrajeron de una especie vermivora. Con esto, es posible
especular que el veneno de estos caracoles marinos pueda ser empleado defensivamente ante
depredadores y por competencia de espacio. Ademas, estudios realizados por Anderson y
Greenberg (2001) sefialan que los receptores del sistema nervioso de los gusanos poliquetos
(presa natural del C. spurius) y vertebrados se encuentran relativamente conservados. Es intere-
sante que el unico péptido que tuvo actividad en lapas fuera la conorfamida putativa (péptido
34Sr4). Esto se debe probablemente a que la familia de los RF-amido péptidos se encuentra
ampliamente distribuida en moluscos controlando diversas funciones como de transmisién o
sefializacion en invertebrados (Payza ez al., 1989), estimulacién o inhibiciéon de las contraccio-
nes en el oviducto en langosta (Wang ez a/., 1995) y la modificacién de los patrones generadores
de circuitos también en langosta (Dickinson ez al., 1990), asi como un papel importante en la

fisiologfa de la pared muscular de los anélidos y nematodos (Walker e a/., 1993).
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10. Conclusiones

v" Se llevé a cabo el aislamiento, purificacién y caracterizacion quimica y bioldgica de dos

péptidos del veneno de Conus spurins.

v' la conorfamida-St4 (34Sr4) presenta similitud estructural con la familia de los RF-
amido péptidos. De ser una conorfamida, serfa la cuarta conorfamida presente en el

veneno de Conus spurius.

V' Se sugiere que el péptido st7a (33St3) pertenezca a la superfamilia O de conotoxinas,
siendo asf la primera conotoxina aislada de la especie Conus spurius perteneciente a esta

superfamilia.
v Con base en los bioensayos, se sugiere que la funcién del veneno en el género Conus no

s6lo sea envenenar a la presa sino que también juega un papel importante en la ecologia

quimica de este género.

9]



Literatura citada

Literatura citada

10.

11.

Abbott, R.T., Dance, S.P. (1990) Compendium of Seashells, 4th Edition, Odyssey
Publications, California, USA. pp. 267.

Abogadie, F.C., Ramilo, C.A., Corpuz, G.P., Cruz, L.J. (1990) Biologically active pep-
tides from Conus quercinus, a worm-hunting species. Proc. Natl. Sci. Tech. (Philippines)
12: 219-232.

Aguilar, M.B., Lopez-Vera, E., Imperial, J.S., Falcén, A., Olivera, B.M., Heimer de la
Cotera, E.P. (2005) Putative Y-conotoxins in vermivorous cone snails: the case of Co-
nus delessertii. Peptides 26: 23-277.

Anderson, P.A., Greenberg, R.M. (2001) Phylogeny of ion channels: clues to structure
and function. Comp. Biochem. Physiol. B 129: 17-28.

Barnes, R. D. (1969) Zoologia de los invertebrados, Segunda edicion, Editorial Inter-
americana, S.A.; México, D.F. pp. 294-331.

Bidlingmeyer, A., Cohen, S., Tarwin, T. (1986) PITC derivatives in amino acid analy-
sis. Nature 320: 769-770.

Blunt, J. W., Munro, H.G., Battershill, C.N., Copp, B.R., McCombs, ].D., Perry, N.D.,
Prinsep, M., Thompson, A.M. (1990) From the antarctic to the antipodes; 45° of ma-
rine chemistry. New. . Chem., 14: 761-775.

Bouvier, E.L.. (1887) Systéme nerveux, morphologie génerale et classifications des
Gastéropodes Prosobranches. Annales des Sciences Naturelle (Zoologie) 7:1-510.
Brailowsky, S. (1999) Las sustancias de los suefios. Neuropsicofarmacologia. Segunda
Edicién. La ciencia para todos/130. Fondo de cultura econémica. México, D.F. 355 p.
Carballo, J.L. (2002) Los organismos marinos y las moléculas bioactivas. Perspectiva
actual. En: Navia, A.J.L. (BEd.) E/ mar como fuente de moléculas bioactivas, Secretariado de
publicaciones y medios audiovisuales. Universidad de Leén, Leén, Espafia, 233 p.
Chen, Z., Rogge, G., Hague, C., Alewood, D., Colless, B., Lewis, R.]., Minneman,
K.P. (2004) Subtype-selective noncompetitive or competitive inhibition of human al-

phal-adrenergic receptors by p-TIA. | Bio/ Chem. 279: 35326-35333.

_ 90



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.

23.
24,

Literatura citada

Conticello, S.G., Gilad, Y., Avidan, N., Ben-Asher, E., Levy, Z., Fainzilber, M. (2001)
Mechanisms for evolving hypervariability: The case of conopeptides. Mol. Biol. Euvol.,
18: 120-131.

Craig, A.G., Norberg, T., Griffin, D., Hoeger, C., Akhtar, M., Schmidt, K., Low, W.,
Dykert, J., Richelson, E., Navarro, V., Mazella, J., Watkins, M., Hillyard, D., Imperial,
J., Cruz, L.]., Olivera, B.M. (1999) Contulakin-G, an O-glycosylated invertebrate neu-
rotensin. J. Biol Chem. 274: 13752-13759.

Cruz, L.J., de Santos, V., Zafaralla, G.C., Ramilo, C.A., Zeikus, R. Gray, W.R., Olivera,
B.M. (1987) Invertebrate vasopressin/oxytocin homologs. J. Biol Chem. 262: 15821-
15824.

Cruz, L.J., Gray, W.R., Olivera, B.M., Zeykus, R.D., Kerr, L., Yoshikami, D., Moc-
zydlowski, E., (1985) Conus geographus toxins that discriminate between neuronal and
muscle sodium channels. . Biol Chens. 260: 9280-9288.

Cruz, L.]., Gray, W.R, Olivera, B.M. (1978) Purification and properties of a myotoxin
trom Conus geographus venom. Arch. Biochen. Biophys. 190: 539-548.

Davis, A.R., Targett N.M., McConnell O.J., Young C.M. (1989) Epibiosis of marine
algae and benthic invertebrates: natural products chemistry and other mechanisms in-
hibiting settlement and overgrowth. Bioorg. Mar. Chem. 3: 86-114.

De la Lanza y Espino, Guadalupe (1991) Oceanografia de mares mexicanos. AGT
Editor, S.A. México, D.F. 569 p.

Dickinson, P.S., Mecsas C, Marder E. (1990) Neuropeptide fusion of two motor-
pattern generator circuits. Nazure 344: 155-158.

Drucker, R. (2005) Fisiologia Médica. Ed. El Manual Moderno. México, D.F. 956 p
Endean, R., Parrish, G., Gyr, P. (1974) Pharmacology of the venom of Conus
geographus. Toxzcon 12: 131-138.

Endean, R., Rudkin, C. (1965) Further studies of the venoms of Conidae. Toxzcon 2:
225-249.

Endean, R., Rudkin C. (1963) Studies of the venoms of Conidae. Toxicon 1: 49-64.
Engel, S., Pawlik, J.R. (2000) Allelopathic activities of sponge extract. Mar. Ecol. Prog.
Ser. 207: 273-281.



25.

20.

27.

28.

29.

30.

31.
32.

33.

34.

35.

30.

Literatura citada

England, L.J., Imperial, J., Jacobsen, R., Craig, A.G., Guylas, J., Akhtar, M., Rivier, J.,
Julius, D., Olivera, B.M. (1998) Inactivation of a serotonin-gated ion channel by a
polypeptide toxin from marine snails. Scence 281: 575-578.

Fainzilber, M., Zlotkin, E. (1992) A new bioassay reveals mollusc-specific toxicity in

molluscivorous Conus venoms. Toxzcon 30: 465-469.
Fainzilber, M., Nakamura, T., Lodder, J., Zlotkin, E., Kits, K., Butlingame, A. (1998) V-

Conotoxin-PnVIIA, a Y-carboxyglutamate-containing peptide agonist of neuronal pace-
maker cation currents. Biochemistry 37: 1470-1477.

Fainzilber M., Hasson A., Oren R., Burlingame A.L., Gordon D., Spira M.E., Zlotkin

E. (1994) New mollusc-specific 0-conotoxins block Ap/ysia neuronal acetylcholine re-
ceptors. Brochemistry 33: 9523—9529.

Fainzilber, M., Gordon, D., Hasson, A., Spira, M.E., Zlotkin, E. (1991) Mollusc-
specific toxins from the venom of Conus textile neovicarius. Eur. . Biochem. 202: 589-595.

Fan, C.X., Chen, X.K., Zhang, C., Wang, L.X., Duan, K.L.., He, L.L.. Cao, Y., Liu,
S.Y., Zhong, M.N., Ulens, C., Tytgat, J, Chen, J.S., Chi, CW., Zhou, Z. (2003) A
novel conotoxin from Conus betulinus, K-BtX, unique in cysteine pattern and in func-
tion is a specific BK channel modulator. . Biol Chem. 278: 12624-12633.

Faulkner, D.J. (1992) Biomedical uses for natural marine chemicals. Oceanus 35: 29-35.

Fenical, W., McConnnell, O. (1976) Simple antibiotics from the red seaweed Dasya
pedicellata var. stanfordiana. Phytochemistry, 15: 435-430.

Fernandez, J. (2002) Particularidades en el aislamiento y estudio de los productos na-
turales de origen marino. En: Navia, A.J.L. (Ed.) E/mar como fuente de moléculas bioactivas,
Secretariado de publicaciones y medios audiovisuales. Universidad de Le6n, Leén, Es-
pana, 233 p.

Finehout, E.J., Lee, K. H. (2004) Introduction to mass spectrometry applications in
biological research: Biochemistry and molecular biology education 32: 93-100.

Gad, S.C., Changelis, C.P. (1992) Animal models in toxicology, Marcel Dekker, Inc.,
New York, USA, pp. 884.

Garcfa-Cubas, A., Reguero, M., Jacome, L. (1994) Moluscos arrecifales de Veracruz,
México (Guia de Campo); UNAM, México, D.F. pp. 13-30.

94



37.

38.

39.
40.

41.

42.

43.

44,

45.

406.

47.

48.

49.

Literatura citada

Garzén, M.J. (1993) The biosynthesis of marine natural products. Chez. Rev. 93: 1699-
1733.

Gray W.R., Olivera B.M., Cruz L.J. (1988) Peptide toxins from venomous Conus
snails. Annu. Rev. Biochem. 57: 665—700.

Green, G. (1977) Antibiosis in marine sponges. F.AO Fisheries Report 200: 199-205.
Green, G., Bakus, G. (1975) Toxicidad en esponjas y holoturias. Anales de/ Centro de
Ciencias del Mar y Limnologia., UNAM 2: 61-60.

Greenberg, M.]., Price, D.A. (1992) Relationships among the FMRFamide-like pep-
tides. Prog. Brain Res. 92, 25-37.

Hinegardner, R.T. (1958) The venom apparatus of the cone shell. Hawaii Med. ]. 17,
533-563.

Huysecom, J., van der Vyer, G. (1985) Bioassays on the toxicity of temperate marine
sponges. Third International Conference on the Biology of sponges, Woods Hole, Massachu-
setts: 32 (abstract).

Imperial, ].S., Watkins, M., Chen, P., Hillyard, D.R., Cruz, L.J., Olivera, B.M. (2003)
The augertoxins; biochemical characterization of venom components from the
toxoglossate gastropod Terebra subulata. Toxicon 42: 391-398.

Ireland, C.M., Copp, B.R., Foster, M.P., McDonald, L..A., Radisky, D.C., Swersey, J.C.
(1993) Biomedical potencial of marine natural products. In: Marine Biotechnology, At-
taway, D.H. y Zaborsky, O.R. (Eds.), Plenum Press, New York, USA. pp. 1-43.

Jiang, H., Xu, C.Q., Wang, C.Z., Fan, C.X, Zhao, T.Y., Chen, ].S.; Chi, C.W. (2006)
Two novel O-supefamily conotoxins from Conus vexillinm. Toxicon 47: 425-430.
Jimenez, E.C., Donevan, S.D., Walker, C., Zhou, L.M., Nielsen, J., Cruz, L.J., Arm-
strong, H., White, H.S., Olivera, B.M. (2002) Conantokin-L, a new NMDA receptor
antagonist: determinants for anticonvulsant potency. Epilepsy Res. 51: 73-80.

Jimeno, J.M., Faircloth, G., Cameron, L., Meely, K., Vega, E., Gémez, A., Fernandez-
Sousa Faro, J.M. Rinehart, K. (1996) Progress in the acquisition of new marine-
derived anticancer compounds: Development of Ecteinascidin-743 (ET-743). Drugs of
the Future 21: 1155-1165.

Kauferstein, S., Huys, 1., Lamthanh, H., Stocklin, R., Sotto, F., Menez, A., Tytgat, J.,
Mebs, D. (2003) A novel conotoxin inhibiting vertebrate voltage-sensitive potassium

channels. Toxicon 42: 43-52.

95 __



50.

51.
52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Literatura citada

Kem, W.R. (1988) Handbook of natural toxins. Vol. 3, Marine toxins and venoms.
Marcel Dekker, New York, USA. pp. 353-378.

Kline, G.F. (1956) Notes on the stinging operation of Conus. The Nautilus 69: 76-78
Kohn, A.J., Nybakken J.W. (1975) Ecology of Conus on eastern Indian Ocean fringing
reefs: Diversity of species and resource utilization. Mar. Biol. 29: 211-234.

Kohn, A. J., Saunders, P. R., Wiener, S. (1960) Preliminary studies on the venom of the
marine snail Conus. Ann. NY Acad. Sci. 90: 706-725.

Kreger, A.S. (1989) Cytolytic activity in the venom of the marine snail Conus californi-
cus. Toxicon 27: 50.

Lin, C.H., Chen, C.S., Hsu, K.S., King, D.S., Lyu, P.C. (1997) Role of modified glu-
tamic acid in the helical structure of conantokin-T. FEBS' Lezt. 407: 243-248.
Lira-Galera I.E., Mudespacher-Ziehl, C., Cifuentes-Lemus, J.L., (1989) Guia ilustrada
de animales venenosos de México y el Caribe, Limusa, Editores Noriega, México, D.F.
105 p.

Lirazan, M. Hooper, D., Corpuz, G.P., Ramilo, C.A., Brandyopadhyay, P., Cruz, L.J.,
Olivera, B.M. (2000) The spasmodic peptide defines a new conotoxin superfamily.
Biochenistry 39: 1583-1588.

Lépez-Vera, E., Heimer de la Cotera, E. P.; Maillo-Pefialver, M., Riesgo-Escovar, J.R.,
Olivera, B. B., Aguilar, M.B. (2004) A novel structural class of toxins: the methionine-
rich peptides from the venom of turrid marine snails (Mollusca, Conoidea). Toxicon 43:
365-374.

Maillo-Pefialver, M. A. (2001) Extraccion, purificacion y caracterizacion quimica y bio-
logica de péptidos neuroactivos provenientes de especies de Conus. Tesis de Doctora-
do. Universidad Nacional Autébnoma de México.

Maillo, M., Aguilar, M.B., Lépez-Vera, E., Craig, A.G., Bulaj, G., Olivera, B.M., Hei-
mer de la Cotera, E.P. (2002) Conorfamide, a Conus venom peptide belonging to the
RFamide family of neuropeptides. Toxicon 40, 401-407.

Martinez, J.S., Olivera, B.M., Gray, W.R., Craig, A.G., Groebe, D.R., Abramson, S.N.,
Mclntosh, J.M. (1995) 0i-conotoxin EI, a new nicotinic acetylcholine receptor antago-
nist with novel selectivity. Biochemistry 34: 14519-14526.

Mathews, C.K., Van Holde, K.E., Ahern, K.G. (1997) Biochemistry, Third edition, Ad-
dison Wesley Longman, Inc., San Francisco, USA. 1200 p.



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Literatura citada

McCleskey, E.W., Fox, A.P., Feldman, D.H., Cruz, L.J., Olivera, B.M., Tsien, R.W.,
Yoshikami, D. (1987) Omega-conotoxin: direct and persistent blockade of specific
types of calcium channels in neurons but not muscle. Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 84:
4327-4331.

Mclntosh, J.M., Olivera, B.M., Cruz, L.J. (1999) Conus peptides as probes for ion
channels. Methods Enzymol. 294: 605-624.

Minale, L., Cimino, G., de Stefano, S. (1976) Natural products from Porifera. In: Pro-
gress in the Chemistry of Organic Natural Products. Herz, W., Grisebach y G.W. Kirby
(Eds.), Springer-Verlag, New York, USA. pp. 1-72.

Munro, M.H., Blunt, J. W., Barns, G., Battershill, C.N., Lake R., Perry, S. (1989) Bio-
logical activity in New Zealand marine organisms. Pure Appl. Chem., 61: 529-534.
Myers R.A., Mclntosh J.M., Imperial J., Williams, R.W., Oas T., Haack J.A., Hernan-
dez, J.F., Rivier, J., Cruz, L.J., Olivera, BM. (1990) Peptides from Conus venoms
which affect Ca®* entry into neurons. J. Toxicol. Toxin Rev. 9: 179—202.

Nakamura, T., Yu, Z., Fainzilber, M., Burlingame, A.L. (1996) Mass spectrometric-

based revision of the structure of a cysteine-rich peptide toxin with Y-carboxyglutamic
acid, TxVIIA, from the sea snail, Conus texctile. Protein Science: 524-530.

Nakamura, H., Kobayashi, J. Ohizumi, Y., Hirata, Y. (1982) The occurence of arachi-
donic acid in the venos Duch of the marine snail Conus textile. Experientia 39: 897.
Nielsen, D.B., Dykert, J., Rivier, J.E., Mclntosh, J.M. (1994) Isolation of Lys-
conopressin-G from the venom of the worm-hunting snail Conus imperialis. Toxicon 32:
845-848.

Norris, J. N., Fenical, W. (1982) Chemical defenses in tropical marine algae. In. A#lan-
tic Barrier Reef. Ecosystem at Carrie Bow Cay, Belize. 1.: Structure and communities. Ritzler, K.
y L.G. Macintyre (Eds). Smithson. Contr. Mar. Sci. 12: 590-626.

Norse, E.A. (1995) Maintaining the world’s marine biological diversity. Bu/l. Mar. Sci.
57: 10-13.

Olivera, B.M. (2002) Conus venom peptides: reflections from the biology of clades and
species. Annu. Rev. Ecol. Syst. 33: 25-47.

Olivera, B.M. (1997) Conus venom peptides, receptor and ion channel targets, and
drug design: 50 million years on neuropharmacology. Mo/. Biol. Cell. 8: 2101-2109.
Olivera, B.M., Cruz, L..J. (2001) Conotoxins, in retrospect. Toxicon 39: 7-14.



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

Literatura citada

Olivera, B.M., Cruz, L.J., Yoshikami, D. (1999) Effects of Conus peptides on the be-
havior of mice. Curr. Op. Neurbiol. 9: T72-777.

Olivera, B.M., Rivier, J., Clark, C., Ramilo, C., Corpuz, G.P, Abogadie, F.C., Mena,
E.E., Woodward, S.R., Hillyard, D.R., Cruz, L. J. (1990) Diversity of Conus neuropep-
tides. Science 249: 257-263.

Pawlik, J.R. (1993) Marine Invertebrate chemical defenses. Cherz. Rev. 93: 1911-1922.
Payza, K., Greenberg, M.]., Price, D.A. (1989) Further characterization of Helix
FMRFamide receptors: kinetics, tissue distribution, and interactions with the endoge-
nous heptapeptides. Peptides 10: 657-661.

Price, D.A., Greenberg, M.]. (1977) Structure of molluscan cardioexcitatory neuropep-
tide. Science 197: 670-671

Proksch, P. (1994) Defensive roles for secondary metabolites from marine sponges
and sponge-feeding nudibranchs. Toxicon 32: 639-655.

Rezak, R., Edwards, G. (1972) Carbonate sediments of the Gulf of Mexico. Texas
A&M Ocean. Stud. 3:263-280 En: Oceanografia de mares mexicanos, Guadalupe de la
Lanza y Espino, Ed. 1991, AGT Editor, S.A. México, D.F .

Rinehart, K.L., (2000) Antitumor compounds from tunicates. Med. Res. Rev. 20: 1-27.
Rueda, A., Zubia, E., Ortega, M.]., Carballo, J.L., Salva, J. (1997) New cytotoxic me-
tabolites from the sponge Cacospongia scalaris. |. Org. Chem. 62: 1481-1485.

Salzet, M., Stefano, G.B. (2001) Biochemical evidence for an annelid neuroendocrine
system: Evolutionary conserved molecular mechanisms. Cazn. J. Zool 79: 175-191.
Sharpe, I.A., Palant, E., Schroeder, C.I., Kaye, D.M., Adams, D.]., Alewood, P.F.,
Lewis, R.J. (2003) Inhibition of the norepinephrine transporter by the venom peptide
X-MtIA. Site of action, Na* dependence, and structure-activity relationship. | Bio/
Chem. 278: 40317-40323.

Sharpe, I.A., Gehrmann, J., Loughnan, M.L., Thomas, L., Adams, D.A., Atkins, A.,
Palant, E., Craik, D.J., Adams, D.J., Alewood, P.F., Lewis, R.]. (2001) Two new
classes of conopeptides inhibit the 0t1-adrenoceptor and noradrenaline transporter.
Nat. Neurosci. 4: 902-907.

Shon, K.J., Stocker, M., Terlau, H., Stuhmer, W., Jacobsen, R., Craig, W., Grilley, M.,
Hillyard, D.R., Gray, W.R., Olivera, B.M. (1998) ®-Conotoxin PVIIA is a peptide
inhibiting the Shaker K channel. |. Biol. Chem. 273: 33-38.



89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Literatura citada

Shon, K., Grilley, M.M., Marsh, M., Yoshikami, D., Hall, A.R., Kurz, B., Gray, W.R,,
Imperial, J.S., Hillyard, D.R., Olivera, B.M. (1995) Purification, characterization and
cloning of the lockjaw peptide from Conus purpurascens venom. Biochemistry 34: 4913—
4918.

Smith, G.T. (2006) Pharmacological characterization of ionic currents that regulate
high-frequency spontaneous activity of electromotor neurons in the weakly electric
tish, Apteronotus leptorhynchus. | Neurobiol. 66: 1-18.

Songdahl, J. (1973) The venom apparatus of the Atlantic cone Conus spurius. Bull. Mar.
Sei. 23: 600-612.

Songdahl, J., Lane, C.E. (1970) Some pharmacological characteristics of the venom of
the alphabet cone, Conus spurius atlanticus. Toxicon 8: 289-292.

Stone, T.W. (1995) Neuropharmacology. Biochemical and medicinal chemistry series.
W.H. Freeman/Spektrum, New York, USA, pp. 18-19, 52-56.

Stryer, L., (1995) Bioquimica, Cuarta Edicién, Editorial Reverté, S.A., México, D.F.
1096 p.

Tarr, G.E., (1986) Manual Edman Sequencing System En: JE Shively (Ed.), Methods
of Protein Microcharacterization, Humana Press, Clifton NJ, pp. 155-194.

Teichert, R.W., Jimenez, E.C., Olivera, B.M. (2005) aS-conotoxin RVIIIA: a structur-
ally unique conotoxin that broadly targets nicotinic acetylcholine receptors. Biochemis-
try, 44: 7897-7902.

Terlau, H., Olivera, B.M. (2004) Conus venoms: a rich source of novel ion channel-
targeted peptides. Physiol. Rev. 84: 41-68.

Thompson, J.E., Barrow, K.D., Faulkner, D.J. (1983) Localization of two brominated
metabolites, aerothionin and homoaerothionin, in spherulous cells of the marine
sponge Aplysina fistularis (=Verongia thiona). Acta Zoologica 64: 199-210.

Tsukamoto, S., Tane, K., Ohta, T., Matsunaga, S., Fusetani, N., Van Soest, R.\W.M.
(2001) Four new bioactive pyrrole-derived alkaloids from the marine sponge Axznella
brevistyla, |. Nat. Prod. 64: 1576-1578.

Walker, R.J., Holden-Dye, L., Franks, C.J. (1993) Physiological and pharmacological
studies on annelid and nematode body wall muscle. Cozzp. Biochem. Physiol. C 106: 49-
58.

99 __



Literatura citada

101. Wang, Z., Orchard, 1., Lange, A.B., Chen, X., Starratt, A.N. (1995) A single receptor
transduces both inhibitory and stimulatory signals of FMRFamide-related peptides.
Peptides 16: 1181-1186.

102. Yanagawa, Y., Abe, T., Satake, M., Odani, S., Susuki, J., Ishikawa, K. (1988) A novel
sodium channel inhibitor from Conus geographus: purification, structure, and pharma-
cological properties. Biochemistry 27: 6256-6262.

103. Yoste, R.W., Ettre, L.S., Conlon, R.D. (1981) Introduccién a la cromatografia liquida
practica, Perkin Elmer, Texas, USA 138 p.

104. Zlotkin, E. (1987) Pharmacology of survival: insect selective neurotoxins derived from
scorpion venom. Endeavonr 11: 168-174.

105. Zorn, S., Leipold, E., Hansel, A., Bulaj, G., Olivera, B.M., Terlau, H., Heinemann,
S.H. (2006) The LO-conotoxin MrVIA inhibits voltage-gated sodium channels by as-
sociating with domain-3. FEBS Lezt. 580: 1360-1364.

106. Zugasti Cruz, A. (2005) Caracterizacion bioquimica y bioldgica de las toxinas del cara-
col marino Conus austini. Tesis de Doctorado, Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico.

107. Zugasti-Cruz, A., Maillo, M., Lépez-Vera, E., Falcon, A., Heimer de la Cotera, E.P.,
Olivera, B.M., Aguilar, M.B. (2006) Amino acid sequence and biological activity of a

Y-conotoxin-like peptide from the worm-hunting snail Conus austini. Peptides 27: 506-

511.

— 100 —



Apéndice
Apéndice

HPLC

La cromatografia es la técnica analitica mas ampliamente utilizada y también es la técnica mas
antigua habiéndose utilizado desde 1903. Los métodos cromatograficos son métodos fisicos
que consisten en pasar una solucién (fase moévil) a través de un medio (fase estacionaria) que
muestre adsorcion selectiva para diferentes componentes en el soluto. La velocidad con la que
cualquier componente en la fase movil atraviesa la columna, depende inversamente de la in-
teraccion con la fase estacionaria. La separacion se logra gracias a las diferencias en los coefi-
cientes de distribucién de los distintos componentes de la muestra. Las moléculas mas fuerte-

mente adsorbidas son las ultimas en eluit.

La cromatografia es un método lento, es por eso que se invento6 la cromatografia liquida
de alta eficiencia (HPLC) en donde se emplean presiones de 2000-3000 psi para forzar a la so-
lucién (y a la mezcla de componentes que interesa separar) a pasar mas rapidamente a través de

la columna (Mathews ez al., 1997).

En la cromatografia liquida la fase movil es un liquido. Cuando se dice que es de fase
inversa, la fase movil es mas polar que la fase estacionaria. En este caso, cuanto mas apolar sea
la muestra, mayor sera su retenciéon. Es posible mantener constante la composicién de la fase
movil durante el analisis (operacion isocratica) o bien, cambiarla (elucién por gradiente). En la

elucion por gradiente se varfa la composicion de la fase mévil (Yoste ez al., 1981).

Degradacion de Edman

Una vez conseguido el péptido puro es posible averiguar su secuencia de aminoacidos, es decir,
su estructura primaria. La determinacién de la estructura primaria de una proteina se conoce
comunmente como secuenciacion. Pehr Edman disené un método para el marcado del residuo
amino-terminal y su eliminacion, sin destruir los enlaces peptidicos entre los otros aminoaci-
dos. La degradacion de Edman separa del extremo amino del péptido un residuo de aminoaci-
do en cada ciclo operativo en forma secuencial, involucrando una serie de reacciones: el feniliso-
tiocianato reacciona con el grupo amino-terminal no cargado del péptido para formar un
derivado de feniltiocarbamato. Mediante un acido fuerte anhidro se libera un derivado ciclico del

aminoacido terminal, dejando intacto el péptido acortado en un aminoacido. El compuesto
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ciclico es una feniltiohidantoina (PTH) del aminoacido. Ahora, se puede repetir toda la serie

de reacciones y se puede determinar el segundo residuo y asi sucesivamente.

Este procedimiento se ha automatizado con la creacién de secuenciadores. En un se-
cuenciador de fase liquida se coloca una delgada pelicula de proteina o péptido en un tubo ci-
lindrico giratorio para someterla a una degradacion de Edman. Los reactivos y los disolventes
para la extracciéon se pasan sobre la pelicula inmovilizada de proteina y el PTH-aminoacido

liberado se identifica por medio de cromatografia lignida de alta resolucién (HPLC) (Stryer, 1995). El

método no es muy eficiente con cadenas largas (=50 aa) (Mathews ¢z a/., 1997).

Espectrometria de masas

La espectrometria de masas involucra la mediciéon de la relacién masa/carga (m/z) de los io-
nes. Se ha convertido en una herramienta esencial analitica en la investigacion bioldgica ya que
provee informacién a cerca de la identidad, la cantidad y las modificaciones que pudiera conte-
ner la proteina; y también puede ser empleada para caracterizar una gran variedad de biomolé-

culas tales como azucares y oligonucleétidos.

Un espectrémetro de masas es un instrumento que puede ionizar una muestra y medir
la relacién m/z de los iones resultantes. Los espectrémetros de masas pueden proveer infor-
macién cuantitativa y cualitativa de la composicion elemental, isotopica y molecular de mues-
tras organicas e inorganicas. Ademas, las muestras pueden analizarse en estado liquido, sélido y
gaseoso y el intervalo de masas que pueden ser estudiadas es de algunos atomos (pocos Da)

hasta proteinas (mas de 300,000 Da).

La ionizaciéon de moléculas tan grandes como las proteinas no fue posible sino hasta
1981 con la introduccién del método de ionizacion por bombardeo atémico rapido (FAB). La
habilidad para ionizar moléculas grandes se mejor6 con el advenimiento de la ionizacién con
"electrospray" (ESI) en 1988, al emplear cromatografia liquida para analizar mezclas complejas.
El analisis de masas por tiempo de vuelo (TOF) se desarroll6 comercialmente en 1956; pero
fue hasta 1991 cuando se introdujo una técnica de ionizacién para moléculas bioldgicas que se
podia emplear con los analisis de TOF. Este proceso de desorcién-ionizacion mediante laser y
asistido por matriz (MALDI), es capaz de ionizar y vaporizar grandes moléculas, tales como

proteinas.
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En MALDI la muestra es co-cristalizada junto con una matriz organica, como el acido
sinapinico o el acido Ol-ciano-4-hidroxicinamico, que sea capaz de absorber la luz ultravioleta.
Los cristales resultantes son irradiados con pulsos de laser en una longitud de onda en la cual la
matriz tiene una absorcién espectral grande. Este proceso desorbe la mezcla y fotoexcita la
matriz, la cual ioniza el analito via transferencia de protones. El resultado de este proceso son
iones en fase gaseosa, la mayoria de ellos se encuentran monocargados. Después de que la
muestra es ionizada, los iones se dirigen hacia el analizador de masas, el cual separa los iones
con base en su relacién m/z; los iones miés ligeros viajan mas rapido que los pesados. Los da-
tos obtenidos de la espectrometria de masas MALDI-TOF proveen una confirmacién directa

de la masa molecular (Finehout y Lee, 2004).
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