Centro de Investigacion Cientifica y de Educacidn
Superior de Ensenada, Baja California.

D=

CICESE.

Doctorado en Ciencias
Ciencias de la Vida
con Orientacidn en Biotecnologia Marina

Transcriptomica del ducto venenoso de cuatro especies de la
familia Conidae: su importancia para elucidar sus
componentes y los estudios de Protedmica.

Tesis
para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de
Doctor en Ciencias

Presenta:

Andrea Figueroa Montiel

Ensenada, Baja California, México
2017.



Tesis defendida por

Andrea Figueroa Montiel

y aprobada por el siguiente Comité

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro

Director de tesis

Dr. Carlos Alberto Brizuela Rodriguez
Dr. Luis Javier Gonzalez Lépez
Dra. Maria Asuncion Lago Leston

Dr. Marco Antonio Ramos Ibarra

Dra. Clara Elizabeth Galindo Sanchez
Coordinador del Posgrado en Ciencias de la vida

Dra. Rufina Hernandez Martinez
Directora de Estudios de Posgrado

Andrea Figueroa Montiel © 2017
Queda prohibida la reproduccion parcial o total de esta obra sin el permiso formal y explicito del autor y director de la tesis.



Resumen de la tesis que presenta Andrea Figueroa Montiel como requisito parcial para la obtencion del
grado de Doctor en Ciencias de la Vida con orientacién en Biotecnologia Marina.

Transcriptomica del ducto venenoso de cuatro especies de la familia Conidae: su importancia para
elucidar sus componentes y los estudios de Protedmica.

Resumen aprobado por:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Director de tesis

Las conotoxinas de los caracoles marinos venenosos de la Familia Conidae, que tienen como blanco varios
receptores y canales idnicos de importancia terapéutica, se distinguen por ser muy disimiles entre si:
conservan Unicamente el péptido sefal y determinados marcos de cisteina. A pesar de que estos venenos
han sido estudiados de manera sistematica durante los ultimos 60 afios, sélo ~2% de los conopéptidos han
sido identificados. La principal limitante es que el método tradicional de descubrimiento requiere de
tiempo y de una gran cantidad de veneno dificil de obtener. Ademds, esta metodologia ha sesgado el
estudio de los venenos, favoreciendo a las conotoxinas y olvidando al resto de los componentes. La mejora
de las técnicas de secuenciacion masiva ha permitido obtener transcriptomas a un costo y tiempo
razonable. En este trabajo se secuencid el transcriptoma de la glandula venenosa de cuatro cénidos
pobremente estudiados. Se construyeron bibliotecas de cDNA para cada especie que se secuenciaron
utilizando Illumina, posteriormente las lecturas se ensamblaron de novo con Trinity y se identificaron las
conotoxinas utilizando pHMM. El nimero de secuencias obtenidas (de 20 a 200) fue menor al nimero de
conotoxinas esperadas (de 100 a 200), no obstante, representa una primera aproximacién del contenido
vendmico de estas especies. Se realizd un andlisis exhaustivo del transcriptoma de Conus regularis y se
identificaron 57 conopéptidos, clasificados en 18 superfamilias. También se identificaron secuencias que
no pudieron ser clasificadas pero que presentaban caracteristicas tipicas de conotoxinas; asi como se
confirmd la existencia de nuevos marcos de cisteinas. Por otro lado, se sabe que las PDIs son
indispensables para el plegamiento adecuado de péptidos con residuos de cisteinas. Se utilizé un motivo
sumamente conservado de estas enzimas (APWCGHCK) para recuperar las familias de PDIs contenidas en
los venenos estudiados. La caracterizacidon de las familias de PDIs encontradas se realiz6 mediante un
analisis in silico basado en la presencia de dominios funcionales similares a la Tiorredoxina. En total se
recuperaron 41 secuencias que, en promedio, tenian un 65 % de identidad con PDIs de otras especies. Por
lo menos una secuencia de cada familia es capaz de adquirir la estructura tridimensional esperada para la
Tiorredoxina, sugiriendo que los conidos requieren de estas enzimas para realizar un plegamiento correcto
de sus toxinas. Finalmente, se comprobd la utilizacidon de sequence tags como un método eficiente para
obtener secuencias completas de cénidos combinando el analisis de LC-MS/MS con los transcriptomas
obtenidos. Se reporta la primera conotoxina aislada del veneno de Conasprella ximenes, 11_xm11a, un
péptido de 37 aminoacidos (PM 4109.69 Da) y ocho residuos de cisteina. Este péptido no sdlo es la primera
conotoxina descrita capaz de inhibir el crecimiento de Mtb, sino que lo hace a concentraciones similares
a las de dos farmacos utilizados en el tratamiento clinico de esta enfermedad. Por ultimo, se identifico
02_rs15a una conotoxina con un nimero inusual de MPT: ocho residuos de cisteinas, dos hidroxiprolinas
y tres residuos de acido gamma carboxiglutamico.

Palabras clave: Conotoxinas, pHMM, protedmica, transcriptdomica, PDlIs.



Abstract of the thesis presented by Andrea Figueroa Montiel as a partial requirement to obtain the Doctor
of Science degree in Life Science with orientation in Marine Biotechnology

Venom duct transcriptomic of four species from the Conidae family: it’s importance in elucidating its
components and the relevance in Proteomic studies.

Abstract approved by:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Thesis Director

Conotoxins of the venomous marine snails from the Conidae Family target several receptors and ion channels
of therapeutic relevance. Conopeptides sequences present a lot of variation from one another, only preserving
a highly conserved signal peptide and certain cysteine frameworks. Although these venoms have been
systematically studied over the past 60 years, only ~2% of conopeptides have been identified. The main
limitation is that the traditional method of discovery requires time and large amounts of venom difficult
to obtain. Moreover, this methodology has biased the study of cone snails venoms towards the discovery
of conotoxins and limiting the elucidation of other components. With the decreasing costs and increasing
efficiency of NGS techniques it is easier to obtain complete trancriptomes. In this work, the venom gland
transcriptome of four poorly studied cone snails was sequenced. cDNA libraries were constructed for each
species and sequenced using lllumina, reads were assembled into contigs with Trinity in a de novo fashion
and pHMM were used in order to identify conotoxins. The number of sequences obtained (20-200) was
smaller than the one expected (100-200), however it represents the first approximation of the venom
content of these species. A comprehensive analysis of Conus regularis transcriptome was performed,
yielding 57 conopeptides classified in 18 different superfamilies. Sequences that couldn’t be classified but
exhibited characteristics typical of conotoxins were retrieved. Also, new cysteine frameworks were
confirmed. On the other hand, PDlIs are required for proper folding of “cysteine-rich” peptides, so in order
to capture potential PDIs, a highly conserved motif (APWCGHCK) was used. Characterization of PDlIs
families was performed in silico based in the presence of functional Thioredoxin-like domains. 41
sequences were retrieved which had on average 65% identity with other PDIs. At least one sequence of
each family showed the expected thioredoxin fold, suggesting that cone snails require these enzymes to
perform a correct folding of their toxins. Last, the use of “sequence tags” was established as an efficient
method to obtain complete conotoxins sequences combining LC-MS/MS analysis with the obtained
transcriptomes. The first conotoxins isolated from Conasprella ximenes venom is reported, 11_xm11a, a
37-mer peptide (MW 4109.69 Da) with eight cysteine residues. This peptide is not only the first conotoxin
described that is capable of inhibit the growth of Mtb, but it also does it at concentrations similar to two
drugs used in clinical treatments. Lastly, O2_rs15a a conotoxin with unusual PTMs was described: eight
cysteine residues, two hydroxiprolines and three gamma-carboxyglutamic acids.

Keywords: Conotoxins, transcriptomic, proteomics, pHMM, PDls.
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Parte I. Identificacion de las conotoxinas que conforman el veneno de
cuatro especies de conidos de la costa de Baja California.

Capitulo 1. Introduccidn

El veneno producido por animales resulta de interés cientifico porque es una fuente vasta de componentes
bioactivos, potentes y selectivos, con gran potencial terapéutico y son excelentes herramientas que

permiten estudiar interacciones moleculares (Favreau y Stocklin, 2009).

Dentro de los venenos de animales, se encuentran las toxinas conocidas como conopéptidos o conotoxinas
gue conforman el veneno de los caracoles marinos de la familia Conidae. Se ha demostrado que éstas
tienen como blanco una amplia variedad de receptores y canales idnicos de relevancia biolégica y que son
atractivos desde el punto de vista terapéutico (Favreau y Stocklin, 2009). Tradicionalmente, el
descubrimiento de estas toxinas se ha basado en el fraccionamiento cromatografico del veneno seguido
de una evaluacion de la actividad bioldgica de cada una de las fracciones. Posteriormente se realiza una
purificacién, empleando incluso distintos principios de separacion, hasta llegar a una preparacion
homogénea que solo contiene la biomolécula de interés la cual se caracteriza estructural y funcionalmente
para conocer su identidad y blancos moleculares. Sin embargo, este proceso es muy lento y requiere
grandes cantidades de veneno crudo, que no sélo es dificil de obtener sino que la colecta constante de
organismos puede ocasionar un impacto ambiental sino se realiza de manera controlada (Prashanth et al.,
2012). Ademads esto ha ocasionado que el estudio de estas especies se centre Unicamente en la
identificacion de sus toxinas y deje de lado la identificacion del resto de los componentes que se
encuentran en el veneno. A diferencia del genoma, que representa el contenido completo de genes de un
organismo, el transcriptoma representa los genes que estdn siendo activamente transcritos en un tiempo
determinado en un érgano, tejido, o célula. Esto en particular es de gran importancia en las especies
venenosas donde el veneno producido se restringe a la actividad fisiolégica de la glandula venenosa
(Rendodn-Anaya et al., 2013). La secuenciacién del transcriptoma de esta glandula se esta convirtiendo cada
vez mas en una herramienta rutinaria para el estudio de las posibles especies de naturaleza peptidicas

presentes en el veneno.

En este trabajo se propone realizar un analisis exhaustivo del transcriptoma de la glandula venenosa de

cuatro especies de conidos (Conasprella ximenes, Californiconus californicus, Conus regularis y Conus
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mahogani) de mares circundantes a la peninsula de Baja California. Esto facilitaria la busqueda de

componentes biolégicamente activos que podran ser utilizados en estudios posteriores.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Generalidades de la familia Conidae

Los miembros de la familia Conidae son gasterépodos marinos carnivoros que se caracterizan por tener
un aparato venenoso complejo. La familia se conforma por 4 géneros diferentes: Conus, Conasprella,
Profundiconus y Californiconus (Puillandre et al., 2015). El hdbitat de los cénidos es diverso ya que se
encuentran asociados a rocas, corales o arenas; y se distribuyen desde el intermareal hasta el mar
profundo. Sin embargo, la mayoria habita las comunidades arrecifales de las aguas tropicales, a
profundidades no mayores a los 100 m. (Olivera, 2002). Los cénidos suelen ser predadores nocturnos vy,
dependiendo de su tipo de dieta, pueden clasificarse en tres grupos principales. El grupo mayoritario son
los vermivoros, cuya dieta principal son los gusanos, seguido de los moluscivoros, que se alimentan de
otros gasterdpodos, y los piscivoros, que depredan peces (Olivera, 1997). El veneno de algunos de estos
organismos puede llegar a ser letal para los humanos, siendo el piscivoro Conus geographus el mas
peligroso ya que en ausencia de asistencia médica, el 70 % de las picaduras de este cénido resultan letales

(Hu et al., 2012).

1.1.2 La diversidad del veneno de los conidos

Durante los ultimos 60 afios se ha intentado caracterizar el veneno de las mas de 700 especies que
conforman a la familia Conidae, no obstante se calcula que sélo una pequefa fracciéon (~2 %) de los
conopéptidos han sido identificados (Kaas et al., 2010). Se estima que cada especie de cénido produce de
100 a 200 conopéptidos diferentes muy estructurados y de tamafio pequefio (tienen en promedio de 10 a
80 aminoacidos) (Olivera, 2002). Sin embago, la elevada sensibilidad de la espectrometria de masas ha
revelado que probablemente el nUmero de conotoxinas sea mayor al inicialmente estimado (alrededor de
los miles por especie) (Dutertre et al., 2013; Lavergne et al., 2015). Esta gran diversidad de los péptidos

gue componen su veneno, optimizado durante 33 millones de afios de evolucién (Duda y Kohn, 2005), se
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debe a diferentes razones. En primer lugar, el veneno de los cénidos tiene diferentes funciones: no sélo
les permite capturar y digerir a su presa, sino que también es utilizado para combatir a sus depredadores
y delimitar su territorio. En segundo lugar, la forma en que los cdnidos utilizan su veneno en el momento
de atrapar a su presa, consiste en inyectar una determinada combinacion de toxinas que tienen como
blanco la musculatura y el sistema nervioso central, lo que permite una rapida y contundente
inmovilizacién. Esto quiere decir que el veneno de los caracoles estd compuesto por péptidos muy
disimiles que actuan sobre distintos blancos moleculares. Por esta razén, el veneno de los caracoles
funciona utilizando grupos de péptidos que actian de manera conjunta y sinérgica para lograr el mismo
efecto fisioldgico final: paralizar a la presa (Olivera y Cruz, 2001). Se dice que los cénidos son expertos en
farmacologia porque utilizan una combinacién de distintos péptidos, cada uno destinado a interactuar
especificamente con un blanco molecular, siendo capaz de diferenciar entre distintos subtipos de un

mismo objetivo.

A raiz de esto surge la siguiente pregunta: ¢Como son capaces de lograr esta diversidad de toxinas tan
amplia? En primer lugar, las toxinas que conforman el veneno de los cénidos se caracterizan por la
presencia de una alta tasa de modificaciones postraduccionales (MPT). Hasta la fecha se han identificado
14 diferentes tipos de MPT en las toxinas maduras de los cénidos (Dutertre et al., 2013), que permiten
generar distintas conotoxinas a partir de un mismo transcrito. Se estima que alrededor del 10 % de los
conopéptidos contienen residuos de y—carboxiglutamato que se cree facilitan la formacién de a-hélices
(Bandyopadhyay et al., 1998; 2002). La hidroxilacion de los residuos de prolina también suele ser comun,
asi como la amidacion del grupo carboxilo terminal (Gayler et al., 2005). Sin embargo, la MPT mas
frecuente y de relevancia es la formacion de enlaces disulfuros: de los 234 conopéptidos aislados a nivel
de proteina y registrados en la base de datos de conotoxinas de ConoServer (Kaas et al., 2010), 220
presentan esta modificacion. Las funciones de la mayoria de las MPT aln no estan claras; sin embargo, es
muy probable que facilite el plegamiento e incremente la afinidad hacia su blanco molecular. El
procesamiento de diferentes MPT explica parcialmente la complejidad del veneno, ya que la mayoria de
los conopéptidos presentan en promedio dos posiciones modificadas (sin tomar en cuenta los enlaces
disulfuro), esto generaria alrededor de 400 péptidos a partir de 100 genes (Dutertre et al., 2013). Por esta
razon, Dutertre y colaboradores (2013) proponen el mecanismo del Procesamiento Variable del Péptido
(VPP, por sus siglas en inglés) donde los conopéptidos pueden ser procesados de manera diferente tanto en
sus extremos amino y carboxilo. Estas posibles variantes corresponden a procesamientos alternativos en los

sitios de corte arginina (R) o lisina (K), que se presentan en la secuencia.



1.1.3 El aparato venenoso

En los animales venenosos, la biosintesis del veneno y su liberacidn es lograda gracias a un vasto rango de
estructuras y mecanismos, pero comunmente incluyen una glandula venenosa para la sintesis,
almacenamiento y procesamiento del veneno, asi como de un aparato venenoso especializado que variara
dependiendo del tipo de dieta que tenga la especie. La forma de la glandula venenosa es muy heterogénea
dentro de los animales venenosos; en el caso de los conidos, tiene una estructura de ducto, por lo que

muchas veces a la glandula se le Ilama ducto venenoso (Rendén-Anaya et al., 2013).

Las conotoxinas son sintetizadas en las células secretoras epiteliales del ducto venenoso, un érgano que
puede llegar a medir cuatro veces el largo del cuerpo del caracol (Safavi-Hemami et al., 2014). El ducto
venenoso tubular desemboca en la faringe del organismo que esta situada entre la probdscide y el eséfago
(Olivera, 2002). En el extremo opuesto de la faringe se encuentra el bulbo venenoso, el cual es una
estructura de tejido muscular desarrollado (Norton y Olivera, 2006). Los dientes de los cénidos distan
mucho de parecerse a las radulas del resto de los gasterépodos: tienen forma de arpdn hueco, estan
constituidas por quitina, tienen la funcién de inyectar el veneno y son desechadas en cada ataque. Los
dientes se producen en el saco radular, que se divide en dos compartimientos, el brazo largo que sintetiza
las radulas y el brazo corto que contiene las rddulas que estan listas para ser cargadas con el veneno;

ademas el tipo de arpdn es caracteristico de cada especie (Figura 1).

Saco Ducto
radular Venenoso

Diente

Arpén radular Bulbo

venenoso

Proboscide

Faringe Eséfago

Figura 1. Aparato venenoso de los cénidos. Modificado de Olivera, 2002

La composicién de las células epiteliales, la ultraesctructura y el contenido granular varian entre las
porciones proximales y distales de la glandula, con los cambios morfolégicos mds prominentes en la parte
cercana a la faringe (Marshall et al., 2002). Estas diferencias morfoldgicas se cree que se ven reflejadas en

la sintesis, procesamiento, empaquetamiento y secrecion del veneno. Las células epiteliales sintetizan
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cientos o miles de conotoxinas y las liberan hacia el lumen del ducto. Estudios morfolégicos han indicado
qgue el veneno es liberado de las células epiteliales mediante la ruptura de la membrana celular (Marshall
et al., 2002). El movimiento peristaltico de las células musculares de la glandula y la contraccion del bulbo
muscular son las fuerzas que impulsan el veneno hacia la faringe donde es cargado en el diente radular

para después ser inyectado en la presa.

1.1.4 Clasificacion de los componentes del veneno de cénidos

Existen tres tipos de clasificaciones para describir diferentes aspectos de los conopéptidos (Figura 2): (1)
el esquema de clasificacion de la “superfamilia de genes” se centra en las relaciones evolutivas entre los
conopéptidos, (2) el esquema de “marcos de cisteina” los clasifica de acuerdo a sus arreglos de cisteinas y
(3) el esquema de “familias farmacoldgicas”, refleja la especificidad del blanco sobre el que cada

conopéptido actua (Kaas et al., 2010). A continuacion, se explican mas detalladamente:
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Figura 2. Maduracién del conopéptido y diferentes maneras en que puede ser clasificado. Modificado de Kaas et al.,
2010.




e Superfamilias de genes

Cada uno de los genes de conopéptidos es transcrito como ARN mensajero (ARNm) que a su vez es
traducido como un precursor prepropeptidico con una longitud de 70 a 120 aminoacidos, y se caracteriza
por un gradiente de divergencia del amino al carboxilo terminal. Es decir, los conopéptidos estan
integrados por una regidn precursora que consiste en una secuencia sefial muy conservada, seguida por
una region propeptidica menos conservada. La region pre le permite al péptido dirigirse al reticulo
endoplasmatico (RE) y la region pro se cree que juega un papel importante en su plegamiento correcto;
estas dos regiones son escindidas en el aparato de Golgi para dar lugar a una toxina madura hipervariable
muy divergente (con excepcién de unos cuantos residuos claves de cisteina que son conservados entre

ciertos grupos) (Violette et al., 2012).

e Familias farmacoldgicas

Cuando la toxina madura adquiere su estructura tridimensional, entonces es capaz de actuar sobre los
receptores de su presa. Los conopéptidos pueden clasificarse en familias dependiendo del blanco
molecular sobre el que estén actuando. Estas familias se designan con letras griegas, por ejemplo aquellas
conotoxinas que bloquean receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) pertenecen a la familia alfa (a);
aquellas que bloquean canales de sodio dependientes de voltaje pertenecen a la familia mu (u) y mientras
gue aquellos que son agonistas de estos canales (realizan una inactivacion tardia) pertenecen a la familia
delta (6). De acuerdo a Kaas y colaboradores (2010) se tienen reportadas 11 familias. Conocer la familia
de un conopéptido es una labor dificil, por lo que muy pocas secuencias llegan a tener este tipo de

clasificacion.

Se cree que los conopéptidos emergieron de la diversificacion de unas cuantas superfamilias de genes,
cuyos miembros son identificados gracias a la conservacion de su secuencia sefial (Olivera, 2002). Esta
secuencia sefial permite clasificar a las conotoxinas en superfamilias empiricas de genes que son
designadas con una letra mayuscula y en ciertos casos acompafiadas con un numero arabigo. Las
superfamilias de genes de las que mas conopeptidos existen reportados son: A, D, 11, 12, J, M, 01, 02, 03
y T. Las superfamilias han ido creciendo en la misma medida en que se profundiza el estudio de las
conotoxinas, y en los ultimos dos afios se ha llegado a proponer 10 nuevas superfamilias (Lavergne et al.,

2013) (Tabla 17, Anexo 1).



e Marcos de cisteina

Las conotoxinas maduras tienen residuos de cisteinas en una frecuencia sumamente elevada (se han
reportado toxinas con 10 cisteinas) y pueden estar separadas por 0 a 6 aminoacidos. El marco de cisteinas
de una conotoxina hace referencia al arreglo que presenten dichos residuos a lo largo de su estructura
primaria, independientemente de la conectividad que exista entre los enlaces disulfuro. Hasta la fecha
existen descritos 26 marcos de cisteina distintos los cudles son asignados con numeros romanos (Tabla 1),
sin embargo existen mas marcos de cisteina a los que no se les ha designado un nombre (Lavergne et al.,
2015; Phuong et al., 2016). Aunque no existe una correlacion como tal entre la superfamilia de genes y su
funcion bioldgica (Kaas et al., 2010); si se ha observado que las superfamilia de genes y los marcos de

cisteina puede ser Utiles predictores de la funcién biolégica.



Tabla 1. Marcos de cisteina que han sido descritos. Los guiones entre cisteinas (C) son indicadores de la existencia
de uno o varios aminoacidos intermedios. [PO] indica la posicién que puede estar ocupada por una prolina (P) o
una hidroxiprolina (PO). Modificado de Akondi et al, 2013.

Marco de cisteina Patron de cisteinas No. de cisteinas Superfamilia de genes
| CC-C-C 4 A M, 0L, T

Il CCC-C-C-C 6 A M

1 CC-C-C-CC 6 M

\Y CC-C-C-C-C 6 A M

\Y CC-CC 4 T

VI/VII C-C-CC-C-C 6 H, 11,13, M, 01, 02, O3
VIl C-C-C-C-c-c-c-c-c-C 10 B2,S

IX C-C-C-C-C-C 6 M, P

X CC-C.[pPO]C 4 T

Xl C-C-CC-Cc-c-C 8 11, 12,13

Xil C-C-C-C-Cc-C-C 8 12,01

Xl C-C-C-CC-C-C-C 8 G

XV C-C-C-C 4 A 12,]),L,M,01, 02
XV C-C-CC-C-C-C-C 8 D,N, 02,V

XVI C-C-CC 4 M, T

XVII C-C-CC-C-Cc-C 8 Y

XVIII C-C-CC-CC 6

XIX C-C-C-CCc-c-c-c-C 10

XX C-CC-C-Cc-C-c-c-C 10 D

XXI CC-C-C-C-CC-c-c-C 10

XXl C-C-C-C-c-c-c-C 8 E

XXl C-C-C-CC-C 6 K

XXIV C-CC-C 4 B3

XXV C-C-C-C-CC 6

XXVI C-C-C-C-Ccc-cC 8



1.1.5 Importancia del estudio de las conotoxinas

Determinar cuales son los conopéptidos que componen el veneno de cada uno de los cénidos es
interesante desde el punto de vista tanto bioldgico como biomédico-biotecnoldgico (Lluisma et al., 2012).
Por un lado, los conopéptidos reflejan el nicho ecoldgico del cdnido; la identificacion y enumeracion de los
componentes del veneno resultan una “lectura molecular” de las interacciones bidticas de cada especie
(Olivera, 2002). Esta informacion a nivel molecular provee la pauta para entender la evolucion de las
toxinas, asi como de los mecanismos moleculares que generan su diversidad. Por otro lado, los
componentes peptidicos de los caracoles venenosos son de sumo interés en el campo del descubrimiento
y desarrollo de nuevos farmacos. Las conotoxinas han sido estudiadas como posibles farmacos debido a
gue tienen un tamafo pequefio, son sumamente estables y son selectivas con sus blancos moleculares. Se
ha demostrado que los conopéptidos tienen como blanco un amplio rango de receptores y canales idnicos
de importancia terapeutica (Lluisma et al., 2012); ademas cabe destacar que existe una alta similitud entre
los blancos de las conotoxinas y los receptores de mamiferos (Lewis y Garcia, 2003). Una alta proporcion
de los primeros conopéptidos que fueron caracterizados han alcanzado desarrollo clinico: de los primeros
30 péptidos purificados a partir de veneno de cénidos, el 10 % ha alcanzado por lo menos la fase | en
ensayos clinicos (Olivera, 2006). Un ejemplo exitoso es el de Prialt® (nombre genérico Ziconitide),
desarrollado en el 2004 por la farmacéutica Elan, y aprobado como agente terapéutico por la FDA (Food
and Drug Administration) de los Estados Unidos. Este farmaco es idéntico a la toxina MVIIA, una w-
conotoxina del caracol Conus magus que sirve como un analgésico intratecal para combatir el dolor crénico
severo que ya no puede ser mitigado con la morfina (Terlau y Olivera, 2004). Esta conotoxina pertenece a
un conido piscivoro y presenta una alta especificidad por los canales de calcio tipo N (Cav2.2). Otro ejemplo
de una conotoxina con resultados prometedores es el de Xen2174, analogo del conopéptido MrlA de
Conus marmoreus que se encuentra en la fase Il de pruebas clinicas. Este péptido tiene como blanco el
transportador neuronal de norepinefrina (Lewis et al., 2012). Finalmente, la conotoxina GVIA del caracol
C. geographus es el conopéptido mas utilizado en neurociencia -con mas de 2, 000 publicaciones en la
literatura- como una herramienta farmacoldgica (Olivera, 2006). Esto nos demuestra que incluso cuando
las conotoxinas no puedan ser desarrolladas directamente como terapéuticos si pueden ser
extremadamente valiosas para identificar moléculas blanco con potencialidades para el descubrimiento

de nuevos farmacos.
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1.1.6 RNA-seq

La secuenciacion de ARN (RNA-seq, por su abreviacion en inglés) produce una gran cantidad de
informacidn con respecto a los ARNm (y por inferencia de las proteinas) producidas en el tejido de eleccién.
El andlisis del transcriptoma es utilizado para descifrar los componentes peptidicos expresados en el
veneno de una manera mas rapida y eficiente (Fry et al., 2012). En el caso de las especies que no cuentan
con un genoma de referencia, como lo son los cénidos, se requieren de estrategias bioinformaticas

especializadas con las que se pueda realizar un ensamblaje de los transcritos secuenciados de novo.

La primera secuenciacion de un ducto venenoso de cdnido permitié obtener un panorama global de las
conotoxinas que conforman el veneno de Conus bullatus, un caracol perteneciente al grupo de los
pobremente caracterizados Textiles (Hu et al., 2011). En ese trabajo se pudo conocer que existia una alta
cantidad de las conotoxinas de la superfamilia A, las cuales normalmente se encontraban en tasas de
expresién muy bajas. Debido a esta capacidad de identificar una plétora de conotoxinas anteriormente
desconocidas, el nimero de estudios enfocados en el descubrimiento de conopéptidos mediante un
analisis del transcriptoma de su veneno ha crecido rapidamente, por lo que es posible encontrar mas de
un articulo por afio en revistas académicas. La transcriptémica es una disciplina que nos permite entender
como un organismo combina sus toxinas en base al ambiente en el que se encuentre (Jin et al., 2014;
2015), dependiendo de la dieta que presente (Phuong et al., 2016) o simplemente elucidar la mayor

cantidad de componentes que puede tener un veneno (Robinson et al., 2014, 2017).

1.1.7 Especies de interés para este trabajo

Las especies de interés de este trabajo son C. ximenes y C. mahogani, presuntamente especies
moluscivoras, C. regularis posiblemente una especie vermivora y C. californicus, especie Unica de su género
y atipica de la Familia porque es, entre otras cosas, capaz de tener una dieta sumamente diversa. Estos
conidos presentan amplia distribucion en la peninsula de Baja California y, por ende, el acceso a ellos es
relativamente facil en comparacion a otras especies de conidos. Estas especies han sido utilizadas por el
laboratorio de Inmunologia Molecular y Biotoxinas de CICESE, por lo que conocer las secuencias que
conforman su veneno facilitara los proyectos de dicho laboratorio. Con excepcién de C. californicus, el
veneno de las especies utilizadas en este trabajo ha sido pobremente explorado, y debe de tenerse en

cuenta que la mayoria de los estudios de cénidos ha sido sesgado ya que se ha centrado en las especies
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gue habitan las areas del Indo-Pacifico (Elliger et al., 2011; Kaas et al., 2010; Neves et al., 2013). Por tal
motivo, la informacion que sea producida en este trabajo es valiosa tanto para analisis comparativos del

veneno como para la toxicologia de la familia Conidae en general.

1.2 Justificacion

A pesar del potencial que los conopéptidos tienen como agentes terapéuticos y como herramientas de
investigacion, sélo un nimero muy pequefio ha sido caracterizado en detalle. El flujo de trabajo tradicional
para identificar (basado en ensayos de bioactividad) ha limitado el nimero de conopéptidos que han sido
descritos. Las mejoras en el campo de la secuenciacién de nueva generacién, que han permitido por
primera vez secuenciar transcriptomas enteros a un costo razonable, nos permiten descubrir de una
manera mas rapida y completa cudles son los componentes que conforman el veneno de los cénidos. Cabe
mencionar que esta estrategia introduce nuevos retos: el niumero de herramientas bioinformaticas

disponibles para el estudio de las toxinas es limitado.

1.3 Hipotesis

Los genes que codifican conotoxinas pueden ser elucidados a partir del estudio de los transcriptomas del

ducto venenoso.

1.4 Objetivo general

Ensamblar el transcriptoma del ducto venenoso de cuatro especies de conidos de la peninsula de Baja

California para conocer los genes que codifican conotoxinas.
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1.4.1 Objetivos particulares

e Secuenciar el transcriptoma del veneno de cuatro especies diferentes de la familia Conidae a partir

de extracciones de ARN del ducto venenoso.

e Ensamblar el transcriptoma de novo.

Predecir la mayor cantidad de conotoxinas y agruparlas de acuerdo a superfamilias.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Obtencion de los especimenes

Los especimenes colectados se distribuyen en dos zonas diferentes de la Peninsula de Baja California. El
caracol marino de la especie C. californicus se distriubye desde Los Farallones (Sur de California, EUA) hasta
Cabo San Lucas (Baja California, México); y el punto de colecta se ubicé en el Km 58 de la carretera Tijuana-
Ensenada. Los organismos de las especies C. ximenes, C. reqgularis y C. mahogani se distribuyen en el lado
este de la peninsula y fueron colectados a 544 km al sur de Ensenada, en Bahia de Los Angeles. Ambas
colectas fueron planeadas consultando un calendario de prediccion de mareas para que coincidieran con
mareas bajas, los organismos fueron colectados en base a las caracteristicas morfoldgicas de su especie.
La colecta se realizd durante el mes de Enero del 2014, lo que corresponde al periodo de invierno. Todos
los organismos fueron transportados vivos al laboratorio en trapos hiumedos con agua de mar, ya que al
ser organismos del intermareal pueden sobrevivir sin estar en contacto directo con el mar. Una vez en
laboratorio, se colocaron en peceras con agua de mar, a una temperatura promedio de 24 °C y aireacién

constante.

Debido a que no existe ningun transcriptoma de las especies en cuestion y a que el objetivo de esta tesis
era obtener el mayor nimero de genes codificantes de conotoxinas, podemos establecer la secuenciacion
del ARN del ducto venenoso de estas especies como condicidén cero o especifica del ambiente; por lo que

podra ser utilizada en trabajos posteriores como punto de comparacion.

2.2 Extraccion de ARN total de la glandula venenosa y secuenciacion de su

transcriptoma

La diseccién de los organismos se llevd a cabo bajo condiciones libres de ARNasas, procesando la totalidad
del ducto (desde donde termina el bulbo venenoso hasta el incio de la faringe, Figura 1). Se realizaron
extracciones de la glandula venenosa por duplicado para las especies C. ximenes, C. californicus y C.
regularis, mientras que para C. mahogani se realizd una sola extraccion. Se utilizaron 6 organismos por
réplica para las especies C. regularis, C. mahogani y C. ximenes; mientras que para C. californicus se

procesaron 15 organismos por réplica debido a que presentan un menor tamafo. La extraccion del ARN
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de los ductos se realizd con ayuda del kit SV Total RNA Isolation System de Promega, siguiendo el protocolo
gue ofrece el fabricante y Unicamente aumentando los tiempos de centrifugacion al doble de lo que se
indica. La primera verificacién de la calidad y cantidad de ARN se determind mediante la razén de la
absorbancia a 260/280 nm (1.8 - 2.0), no obstante la integridad se reconfirmd utilizando el Bioanalizador

2100 (Agilent Technologies).

Se construyeron bibliotecas de ADN complementario (ADNc) para cada una de las especies utilizando el
kit de preparacién de /lllumina TruSeq Stranded mRNA Sample, siguiendo las instrucciones del manual del
fabricante. La secuenciacion de ADN se llevd a cabo utilizando la plataforma de secuenciacion Genome
Analyzer 11X (GAIIX) de la compaiiia Illumina. El procedimiento lo realizé la unidad de secuenciacién del
Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Autonoma de México (UNAM) en el Campus Morelos. El
tipo de secuenciacion realizada fue de 72 pb desde los dos extremos de los transcritos (pair-end

sequencing, PE), con un tamafo de inserto de 200 a 400 pb.

2.3 Entrega de secuencias

Cada biblioteca consistio de dos archivos en formato FASTQ (R1y R2, lecturas sentido y antisentido), libres
de adaptadores. La unidad de secuenciacion del IBT realizé un ensamble de los transcriptomas utilizando
una version anterior (v. 2.0.2) del ensamblador Trinity (Grabherr et al., 2011) a la que se uso
posteriormente en este trabajo (v. 2.0.3). En el ensamble del IBT se utilizaron los parametros
predeterminados con la variante de un tamafio minimo de contig de 100 pb (el predeterminado es de 200
pb). Después de ensamblar, hicieron una traduccion de las secuencias de nucleétidos y una anotacion de
los péptidos obtenidos mediante un script propio utilizando la base de datos del NCBI y del SwissProt
(2013) (Tabla 2). Dentro de las secuencias que conforman los archivos (archivo.annot.fasta,
archivo.annot.pep y archivo.someannot.pep) se buscaron aquellas secuencias que hubieran tenido alguna

anotacion relacionada con conidos o con conotoxinas.
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Tabla 2. Archivos generados en el IBT después de realizar el ensamble del RNA-seq del transcriptoma de los cuatro
ductos venenosos de las especies utilizadas en este trabajo.

Tipo de archivo Contenido del archivo

archivo.fasta secuencias de nucledtidos totales

archivo.annot.fasta secuencias de nucledtidos que tuvieron anotacion en el NCBI
archivo.noannot.fasta secuencias de nucledtidos que no tuvieron anotacion en el NCBI
archivo.pep secuencias de aminoacidos que presentan un marco de lectura abierto
archivo.annot.pep secuencias de aminoacidos con anotacion en la base de datos de SwissProt

archivo.someannot.pep secuencias de aminoacidos sin anotacién en la base de datos de SwissProt pero que
presentaron un dominio en Pfam. Tienen un péptido sefial predicho o una regién
transmembranal

archivo.noannot.pep Secuencias de aminodacidos con un marco de lectura abierto que no presentaron
anotacidn

2.4 Ensamble del transcriptoma empleando el programa de cdmputo Trinity

v.2.0.3 (Grabherr et al., 2011)

En primer lugar se obtuvo la calidad de las lecturas crudas utilizando el programa FastQC
(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/). Como se menciond anteriormente, no existe
un genoma de referencia disponible para la familia Conidae por lo que las lecturas cortas generadas por el
secuenciador (archivos fastq R1 y R2) se ensamblaron de novo utilizando el software Trinity (v. 2.0.3).
Después de varias pruebas se decidio utilizar el protocolo estandar (Grabherr et al., 2011), ejecutando el
parametro especifico de cadena, realizando una normalizacién in silico de las lecturas y utilizando un contig
minimo de 100. El ensamble del transcriptoma se llevé a cabo utilizando los siguientes parametros: Trinity
--seqType fq --max_memory 60G --min_contig_lenght 100 --normalize_max_read_cov 30 --left R1.fastq --
right R2.fastq --SS_lib_type RF --CPU 27 --no_bowtie. Con el propésito de evaluar la calidad del ensamble,
se ejecutd el script TrinityStats.pl sobre el archivo fasta generado. Este paso permitido determinar la
estadistica del numero de genes e isoformas asi como de la contigliidad del ensamble. Finalmente,
utilizando el script Transdecoder (incluido en Trinity) se identificaron los marcos de lectura abiertos (ORF
por sus siglas en inglés) mayores a 50 aminodcidos. Después de eliminar las secuencias redundantes se

utilizaron las secuencias para crear las bases de datos de cada especie.
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2.5 Busqueda de conotoxinas con el programa de co6mputo ConoSorter (Lavergne

et al., 2013)

Se ejecutd el programa ConoSorter (Lavergne et al., 2013) en la terminal utilizando el comando que
permite trabajar con nucledtidos. Se utilizaron los contigs ensamblados por Trinity. Los dos archivos que
arroja el programa (RegEx y pHMM) se visualizaron en Excel. La cantidad de secuencias en estos archivos
rondaba hasta el medio millédn de secuencias por especie, la cual es mucho mayor a la esperada (100 a 200
contooxinas). Se siguieron las siguientes pautas para eliminar aquellas secuencias que no correspondian a

conopéptidos:

1. Se eliminaron secuencias menores a 50 aminoacidos.

2. Se eliminaron aquellas secuencias que en el archivo Excel estaban clasificadas con una sefial de
hidrofobicidad menor a 50 %.

3. Se acomodaron los datos por superfamilia (sefal, region pro y toxina madura) y se dejaron sdlo
aquellas secuencias que tuvieran un puntaje de 2.

4. Se eliminaron todas aquellas secuencias mayores a 150 aminoacidos.

5. Se agruparon las secuencias de acuerdo a la similitud que conservaba el péptido sefial.

2.6 Construccion de perfiles de Modelos Ocultos de Markov

Se contruyeron perfiles de Modelos Ocultos de Marvok (pHMM, por sus siglas en inglés) para cada
superfamilia de genes de conotoxinas reportadas en ConoServer. Se siguid una metodologia similar a la

propuesta por Peng et al, 2016 y Robinson et al, 2014b, la cudl esta explicada en el Anexo 1.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Extraccion de ARN total

En la 3 se pueden observar los resultados obtenidos de las extracciones de ARN: los organismos
procesados, la verificacidn de la cantidad y calidad mediante la razén de la absorbancia 260/280; asi como
las concentraciones obtenidas con el Bioanalizador 2100 (Agilent Technologies). Como era la primera vez
gue se realizaba un trabajo de este tipo en el laboratorio era necesario realizar el procedimiento de
extraccion por duplicado para asegurarnos que la cantidad y la calidad obtenida fueran las adecuadas para
la secuenciacion. Se escogié la mejor muestra de cada especie para verificar su calidad por el Bioanalizador

2100 y todas las muestras fueron guardadas a -70 °C hasta su uso.

Tabla 3. Concentracidn y calidad de cada extraccién de ARN total.

Especie Organismos procesados []ng/uL  Azeof/ Azso [] en Bioanalizador
6 48.09 2.05 44.0 ng/uL
C. ximenes
6 14.63 1.85 No analizada
6 126.83 1.93 94.0 ng/uL
C. regularis
6 324.88 2.02 No analizada
C. mahogani 6 177.09 2.14 168.0 ng/uL
15 564.20 2.05 378 ng/uL
C. californicus
15 1,108.45 2.16 No analizada

El ARN total (ARN;) se compone de ARN ribosomal (ARN,), ARN de transferencia (ARN;) y ARN mensajero
(ARNy,). EI ARN, representa un 90 % del total de la muestra, por lo que es este tipo de ARN el que nos
permite inferir la calidad de la extraccion de ARN,,. Los electroferogramas obtenidos con el Bioanalizador
2100 de las muestras con mejor calidad de ARN (Figura 3) mostraron una ausencia del pico que
corresponde al 28S ribosomal, asi como la presencia de un pico abundante y bien definido a la altura del
18S. Este electroferograma puede ser traducido a una imagen tipo gel de agarosa en el que se puede
observar una banda definida a la altura que corresponde al 28S. La ausencia del 18S impidio el calculo del

numero RIN (RNA Integrity Number), el cual es el cociente entre la sefial obtenida del 28S y del 18S y es
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utilizado como un indicador de la calidad del ARN. No obstante, la ausencia de ruido y la presencia de picos

limpios y claros permitieron determinar que la calidad del ARN era la adecuada para ser secuenciado.

X1 R1
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Figura 3. Electroferograma y representacion en gel de agarosa de las cuatro extracciones de ARN utilizadas para la
construccién de las bibliotecas. C. ximenes (X1), C. regularis (R1), C. californicus (C1) y C. mahogani (M).

3.2 Analisis de la calidad de las secuencias

La secuenciaciéon de ARN produjo un vasto numero de lecturas para cada una de las bibliotecas, este
numero rondaba alrededor de los 50 millones (42’340,967 para C. californicus; 44’590,225 para C.
mahogani; 50°360,289 para C. regularis; y 56’363,079 para C. ximenes), el cual es el esperado para este
tipo de experimentos (Robinson et al., 2017). La calidad de estas lecturas fue analizada utilizando el
programa FastQC. Este programa califica a cada una de las pruebas de andlisis de calidad de las secuencias:
en buenas; precautorias, e incorrectas. Las tres graficas que se utilizaron para definir la calidad de las
secuencias se describen a continuacidon, tomando sdlo una secuenciacién como ejemplo. El resto de las

graficas pueden ser consultadas en el Anexo 3 del formato digital de esta tesis.
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3.2.1 Calidad de las secuencias por base

En este tipo de graficas se representa la calidad promedio por cada base secuenciada. En el eje de abscisas
se representa la posicion de cada base, en este caso es de 72 pb secuenciadas. Por cada posicion se
representa un diagrama de caja y bigotes. En dicho diagrama la linea central roja es el valor de la mediana.
La caja amarilla representa el valor del rango del intercuartil (la dispersidn estadistica del 25-75 %). Los
bigotes superiores e inferiores representan los puntos 10 y 90 %. La linea azul que atraviesa toda la grafica
representa la media. El eje de ordenadas representa la calidad de la secuencia en formato Phred, entre
mas alto sea, mejor sera la calidad de la base. Este eje se divide en tres colores: verde si la calidad es muy
buena, naranja si la calidad es lo suficientemente buena y rojo si la calidad es sumamente baja. La calidad
de la mayoria de las plataformas decae conforme la corrida avanza, por lo que es comun ver bases en la
zona naranja hacia el final de la lectura. Para las cuatro secuenciaciones la calidad de las secuencias por
base fue la adecuada, cayendo siempre dentro del color verde. Unicamente se muestran los resultados
obtenidos para las secuencias de C. ximenes (Figura 4). Cabe mencionar que en todas las bibliotecas se vio
una pérdida de calidad al final de la secuenciacién para el cebador R1, esto es probablemente debido a un

problema con el cebador y no con la secuenciacién como tal.

123456789 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33,35 37 38 41 43 45 47 49 51 53 55 57 58 61 63 65 67 68 71 0 12345678 11 13 15 17 10 21 23 25 27 20 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 S1 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71
Posici6n en la lectura (pb) Posicién en la lectura (pb)

Figura 4. Grafica de calidad por base para la secuenciacion con el cebador R1 (izquierda) y con el cebador R2 (derecha)
de C. ximenes.

3.2.2 Contenido de bases por secuencia

Este tipo de grafica muestra la proporcién de cada base dentro de la secuencia. En una biblioteca realizada
al azar se espera que no exista diferencia o que la diferencia sea minima entre la proporcion de las bases

de una corrida, por lo que las lineas de las bases deben de correr de manera paralela entre ellas. Las lineas
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no deben de estar desbalanceadas entre ellas, si la diferencia entre ellas es mas del 20 % entonces existe
una falla en la secuenciacidon. No obstante, debido al uso de hexameros al azar para la cebacion en la
secuenciacion, en las bibliotecas de ARN-seq es comun encontrar problemas dentro de las primeras 12 pb
(Figura 5). No es un problema que pueda ser solucionado con procesamiento, pero parece ser que no
afecta de manera negativa los analisis posteriores. En este caso sélo se muestra la grafica para el primer

cebador de C. regularis (Figura 5), pero el resto de las graficas fueron muy similares.
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123456789 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71
Posicion en la lectura (pb)

Figura 5. Contenido de bases a lo largo de la secuencia correspondiente al cebador R1 de C. regularis.

3.2.3 Contenido GC: distribucion GC a lo largo de las secuencias

Este tipo de graficas miden el contenido GC a lo largo de la secuencia (Figura 6, linea roja) y lo compara
con un modelo de distribucion normal de GC (Figura 6, linea azul), buscando que sean lo mas similares
posibles. Para el caso del cebador R1 las cuatro bibliotecas presentaron una distribucion del contenido GC
muy similar a la distribucion normal; no obstante, en el caso del cebador R2 se pudieron observar
comportamientos no del todo ideales (valles dentro de la gréfica) que lo mas probable es que se deban a
un error que ocasionod el cebador y no a la secuenciacion en si (como es el caso de las graficas de la calidad
de las secuencias). Se muestra la grafica del cebador R1 para la especie C. californicus (Figura 6). Las
graficas de las muestras se acercaban a una distribucion normal y por lo tanto fueron consideradas como

Optimas en la secuenciacion.
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Conteo GC por lectura
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Figura 6. Distribucion GC de la secuenciacidon con el cebador R1 para la especie C. californicus.

3.3 Analisis del BLAST del ensamble del IBT

La unidad de secuenciacion del IBT nos entregd una serie de archivos (Seccidon 2.3) cuyo numero de

secuencias se ve reflejado en la Tabla 4.

Tabla 4. Total de secuencias obtenidas para cada uno de los archivos entregados por el IBT. La extensidn *.fasta hace
referencia a secuencias de nucledtidos, mientras que la extension *.pep corresponden a secuencias de aminoacidos.

C. regularis C. ximenes C.mahogani

144,030 190, 240 183, 168

Tipo de archivo C. californicus
archivo.fasta 85, 381
archivo.annot.fasta 7, 544 15,487

archivo.noannot.fasta 72,214
archivo.pep 11,723
archivo.annot.pep 5,192
archivo.someannot.pep 1,225

archivo.noannot.pep 4,968

19, 615 19, 254

115, 847 155, 179 148,412

26, 204

10, 321

2,144

12,569

Dentro de las secuencias que tuvieron anotacién

31,472 33,474
11, 853 14,149
2,499 2,522

15, 665 15,434

(archivo.annot.fasta, archivo.annot.pep vy

archivo.someannot.pep) se buscaron tanto las conotoxinas como aquellas secuencias que hubieran estado
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relacionadas con la familia Conidae (enzimas, conopéptidos sin cisteinas) (Tabla 5). Se encontraron mucho
menos secuencias de las esperadas, sobre todo para las especies de las que no existe ningln reporte en la

literatura (C. ximenes, C. regularis y C. mahogani).

Tabla 5. Total de secuencias obtenidas para los archivos de aminodcidos que tuvieron anotacion. Para C. californicus
existen secuencias de conotoxinas repetidas.

Tipo de archivo Busqueda C. californicus C. regularis C. ximenes C.mahogani
Conotoxina 92 15 7 4
Archivo.annot.pep
Conidae 15 13 10 9
Conotoxina 2 0 0 1
Archivo.someannot.pep
Conidae 0 0 0 0

Como se puede observar en la Tabla 5 la cantidad de conotoxinas disminuye drasticamente entre C.
californicus y el resto de los organismos. Esto posiblemente se debe a que C. californicus es una especie
gue ha sido sumamente estudiada y de la que existen varias secuencias reportadas, ya que existen
bibliotecas de ADNc del veneno (Biggs et al., 2010; Elliger et al., 2011). La utilizacidon de un BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) no es suficiente para reconocer

todas las conotoxinas presentes en el ensamble.

3.4 Resultados obtenidos del ensamble con el programa de computo Trinity

v.2.0.3

Debido al numero reducido de conotoxinas encontradas en los ensambles entregados por el IBT (Tabla 5),
se decidio realizar nuevamente el ensamble, utilizando el servidor Ixachi de CICESE, cuyas estadisticas se
muestran en la Tabla 6. Se realizaron varias pruebas de ensambles, y aunque las estadisticas resultaban
mejores cuando se utilizaba un contig de 200 (Seccidn 3.1, Parte ll), se decidio trabajar utilizando un contig
de 100 porque al comparar los ensambles se identificaban un mayor nimero de conotoxinas en el que
utilizaba un contig de 100. En la Tabla 6 podemos ver que el N50 dista mucho del obtenido al realizar un

ensamble con un contig de 200 (Tabla 11), pero si podemos observar que se mantiene constante entre las
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diferentes especies. En el caso de los transcriptomas, a diferencia del ensamble de un genoma, maximizar
el N50 no es garantia de un buen ensamble. En estos casos el N50 debe de ser utilizado como un indice
entre especies que estan relacionadas. Por lo tanto, para el ensamble de transcriptomas de la misma

familia (Conidae), puede ser utilizado como un indicador de que el ensamble fue exitoso.

Tabla 6. Resultados de las estadisticas obtenidas de los 4 ensambles realizados con Trinity.

C. californicus C. mahogani C. regularis C. ximenes

Transcritos totales 92,675 95,212 74,035 15,005
Contig promedio 71.15 76.30 76.46 165.85
N10 151 212 210 470
N50 66 71 71 156

3.5 Resultados obtenidos con el programa de coOmputo ConoSorter (Lavergne et

al., 2013)

ConoSorter (Lavergne et al., 2013) es un software que traduce las secuencias de ADNc en los 6 marcos de
lecturas (aunque también puede trabajar con secuencias de proteinas) y, con el objeto de obtener
precursores de proteinas completos, recorta aquellas secuencias de aminodacidos que estan delimitadas
por un codén de metionina y un coddén de stop, desechando el resto. Estas secuencias son sometidas a
una busqueda booleana para encontrar regiones pre, pro y maduras que tengan una alta identidad con
superfamilias de conopéptidos establecidas. De esta manera las secuencias son clasificadas en dos
archivos: 1) el archivo RegEx contiene las secuencias de conotoxinas que fueron identificadas mediante
una busqueda de expresiones regulares 2) el archivo pHMM, como su nombre lo indica, contiene las
secuencias que no fueron alineadas y que por lo tanto son sometidas a un analisis utilizando pHMM. A las
secuencias del archivo RegEx se les asigna un puntaje en base a cada una de las tres regiones de la
conotoxinas. El puntaje es de 1 (si se encontro la regidn) o de 0 (si no se encontrd), por lo que el maximo
puntaje por secuencia es de 3 (en dado caso de que se encontrara una regién pre, pro y madura similar a
alguna ya establecida). Por otro lado, el grupo de secuencias que no tuvieron acierto es sometido a una
busqueda estocastica mas flexible que utiliza pHMM, con un e-value de 10, para identificar secuencias que
pudieran estar lejanamente relacionadas con grupos de conopéptidos que ya estén bien establecidos. El

total de puntaje de las secuencias es calculado como la sumatoria del e-value de las tres regiones de
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manera independiente. Ademas, ConoSorter cataloga a los péptidos en base a caracteristicas claves de la
secuencia (frecuencia relativa, longitud, nimero de cisteinas, hidrofobicidad del N-terminal, puntaje de
similitud) y automaticamente busca en la base de datos de cénidos llamada ConoServer (Kaas et al., 2010)

de acuerdo a precursores de secuencias ya conocidos, facilitando asi la identificacién de conopéptidos.

Al ejecutar el programa ConoSorter se obtuvieron dos archivos para cada especie: uno que correspondia
a la busqueda booleana de secuencias (Regex) y otro que correspondia a la busqueda utilizando pHHM.
Después de revisar estos archivos (ver en Tabla 7 “primer filtro”) empleando los criterios enunciados en la
seccion 2.5 seleccionamos una menor cantidad de secuencias. Como era de esperarse C. californicus fue
la Unica especie en la que el programa pudo identificar conotoxinas ya reportadas. No obstante las
secuencias obtenidas para cada transcriptoma eran muy dificiles de clasificar ya que muy pocas secuencias
obtuvieron un puntaje total de 3. Ademas, las caracteristicas de las secuencias obtenidas con el ConoSorter
resultaban muy disimiles a las esperadas para las conotoxinas, existian secuencias sumamente largas o los
péptidos sefiales no eran posibles de agruparse. Por lo tanto, se decidié desechar estos resultados y

construir pHMM propios para analizar nuestros transcriptomas.

Tabla 7. Numero de secuencias encontradas para los archivos Regex y los archivos pHMM de cada uno de los
ensambles.

Especie Analisis Regex pHMM Total
Total de secuencias 65, 536 3,309 68,845
1%}
[\9]
E Primer filtro 105 333 438
E
@] Segundo filtro (150 a.a.) 42 329 371
Total de secuencias 362,380 2,441 364,821
2
3 Primer filtro 398 262 660
>
NS
© Segundo filtro (150 a.a.) 209 253 462
= Total de secuencias 446,765 2,905 449,670
S
_§’ Primera limpieza 509 285 794
S
E Segunda limpieza (150 a.a.) 269 279 548
“ Total de secuencias 169,214 1,205 170,419
S
2
N Primera limpieza 215 195 410
S
‘:bs
S
© Segunda limpieza (150 a.a.) 148 191 339
@]
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3.6 Resultados obtenidos con los pHMM

Una vez obtenidas las secuencias del ensamble se eliminaron todas aquellas secuencias que estuvieran

repetidas utilizando el programa fastaRD (creado por M.C. Jesus Armando Beltran Verdugo) (Tabla 8).

Tabla 8. Secuencias obtenidas en el ensamble y secuencias obtenidas después de eliminar las redundantes para
cada especie.

Especie N.2 de secuencias del ensamble N.2 de secuencias sin repetir
C. californicus 92,700 86, 197
C. mahogani 239, 595 215, 349
C. regularis 178, 562 163, 872
C. ximenes 27,747 24,284

Ademads se conservaron Unicamente aquellas secuencias que comenzaran con una metionina y a las que
se les pudiera identificar un péptido sefial. Posteriormente los pHMM nos permitieron identificar las
secuencias de conotoxinas encontradas para cada especie, y se decidié compararlas con las obtenidas
anteriormente mediante los otros métodos mencionados (Tabla 9). Se muestra un nimero aproximado
porque cada transcriptoma debe de ser analizado de manera individual para poder obtener el numero
real. Sélo en el caso de C. regularis se muestra el nimero definitivo ya que fue la Unica especie de la que

se realizé un analisis completo.

Tabla 9. Comparacién de secuencias encontradas con diferentes metodologias.

Especie BLAST ConoSorter ConoSorter filtradas pHMM Anilisis final de los pHMM

C. ximenes 7 441,773 419 20 (aprox) -

C. regularis 15 305, 594 317 70 (aprox) 57
C. mahogani 5 377,825 395 100 (aprox) -
C. californicus  92* 66, 516 286 280 (aprox) -

*Este numero contiene secuencias repetidas.
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Un problema con el que nos enfrentamos fue cdmo nombrar las conotoxinas de manera adecuada. Es
complicado tratar de ser riguroso con un sistema de nomenclatura impuesto a algo que se encuentra en
la naturaleza. De acuerdo a lo establecido (Walker et al., 1999) la secuencia encontrada recibira nombres
distintos si se identifica a nivel de proteina que si se identifica a nivel de cDNA. En ambos casos, si son
piscivoros recibiran una letra para designar la especie de cénido y dos letras para designar si la secuencia
pertenece a otro tipo de cénido (moluscivoro o vermivoro). Aquellas secuencias encontradas a nivel de
cDNA utilizaran letras mayusculas y aquellas que sean identificadas a nivel de proteina utilizaran letras
minusculas. En las dos situaciones se utilizara un nimero arabigo para designar el marco de cisteinas; no
obstante si pertenece a una secuencia de ADN estara seguida de un numero separado por un punto
indicando el orden de identificacidn, y si fuese identificado a nivel de proteina estara seguido por una letra
empezando por la letra “a” (sin utilizar el punto). Un ejemplo de secuencia encontrada a nivel de ADN seria
P5.1, mientras que es encontrada a nivel de proteina seria p5a. Por ultimo Robinson y colaboradores

(2014) sugieren que se incorpore al principio del nombre la superfamilia a la que pertence la conotoxina.

Ahora bien, esto es en el caso de que la conotoxina presente enlaces disulfuro. La nomenclatura no estd
clara para aquellos conopéptidos que no presenten marcos de cisteina. Por lo tanto, surgen las siguientes
dudas: éicomo se nombra aquellos conopéptidos que carecen de cisteinas? écdmo se nombran los
conopéptidos con sélo dos cisteinas? ¢como se nombran aquellos de los que no existe reportado el marco
de cisteinas? écoémo nombrar secuencias con cisteinas impares de las que cada vez vemos mas casos
presentes? ¢qué sucede con aquellas secuencias a las que no se les puede asignar una superfamilia?
Finalmente, cabe destacar que para el caso de C. californicus resulta todavia mas complicado ya que las
dos bibliotecas de ADNc construidas para esta especie (Biggs et al., 2010; Elliger et al., 2011) fueron
nombradas sin considerarse la una con la otra. Por lo tanto, existen reportadas las mismas secuencias con

nombres diferentes.

3.7 Analisis del transcriptoma de C. regularis

El programa de pHMM entregd un archivo con 106 posibles secuencias de conotoxinas para C. regularis,
utilizando un valor de e-value de 0.011 para el umbral de corte. El mismo programa identificd la secuencia

sefial de cada conotoxina utilizando el algoritmo de signalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).
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Cada una de las secuencias fue nombrada con una letra identificando al cénido (Rs para C. regularis)
seguida de un numero ascendente para indicar el orden de descubrimiento (ej 001, 002, 003, etc). En los
casos que pudiera ser asignado, se le otorgaba el nombre de acuerdo a la nomenclatura descrita, y se tomo

como referencia todos los puntos comentados en la seccidn anterior.

Después de analizar cada una de las secuencias individualmente, se eliminaron aquellas secuencias que
no correspondian a una conotoxina y que habian sido errdneamente clasificadas. Ademas, se analizé la
asignacion a los grupos de superfamilia y en caso de ser necesario se realizé una reclasificacién. Cada grupo
de conotoxinas fue alineado contra las secuencias reportadas en el ConoServer utilizando Multalin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). Se realizé una investigacién de aquellas secuencias reportadas

recientemente en la literatura que estan en el NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y en el UNIPROT

(http://www.uniprot.org/). Los alineamientos finales se realizaron con ayuda del software CLC Sequence

Viewer 7.6 (QIAGEN) con los parametros establecidos por omisién.

No existe un porcentaje de identidad establecido como tal para poder incluir una secuencia dentro de un
grupo de genes; no obstante, Kaas y colaboradores (2010) mencionan que las secuencias que conforman
la superfamilia O1 conservan el 76 % de sus aminodcidos (con una desviacidn estandar del 12 %). Esto es
un punto de referencia para los andlisis realizados en esta tesis. De acuerdo con el NCBI, la identidad es la
medida en que dos secuencias (de nucledtidos o de aminodcidos) tienen los mismos residuos en las

mismas posiciones en un alineamiento, y es expresada como un porcentaje.

Porcentaje de identidad = (aminoacidos idénticosx100)/longitud de la regién alineada (con gaps)

3.7.1 Superfamilia O1

La superfamilia O1 fue una de las primeras superfamilias de genes en ser caracterizada. Es de la que mas
se han reportado secuencias (599 conotoxinas en ConoServer) no obstante sélo una pequeia porcién ha
sido caracterizada a nivel de proteina. Los marcos de cisteina asociados a esta superfamilia son varios: |,

VI/VIL, IX, X1, XIV y XVI, aunque la mayoria presenta el marco VI/VII.

Se encontraron 5 secuencias de la superfamilia O1 para C. regularis (Figura 7), convirtiéndola en la segunda

familia de genes con mayor diversidad de conotoxinas para esta especie. La mayoria de las secuencias
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presentaron un arreglo de cisteinas dentro del marco VI/VII (C-C-CC-C-C), no obstante, la secuencia O1_Rs1
no presentd cisteinas. Aunque en Conoserver no se reportan conotoxinas sin cisteinas para esta
superfamilia de genes, Phuong y colaboradores (2016) mencionan haber encontrado secuencias sin
cisteinas para O1; ademds Robison y colaboradores reportan una secuencia sin cisteinas para Conus

victoriae. No obstante, la secuencia O1_Rsl (Figura 7b) no presenta identidad con la de este cdnido.

Por otro lado, se encontré una secuencia (Rs6.16) que no esta comprendida dentro del umbral establecido
por los pHMM para ser clasificado dentro de la superfamilia pero que fue reconocida como O1. El péptido
senal de esta secuencia tiene una 79.18 % de identidad con una conotoxina de Conus betulinus, sus
regiones pro también conservan varios aminoacidos en cémun, el arreglo de las cisteinas es idéntico y
presentan ciertos aminoacidos en comun en la regién de la toxina madura. El péptido sefial de ambas
conotoxinas presentan cierta identidad (37.5 %) con el péptido seiial de una conotoxina de la superfamilia
01, ademas presentan el marco de cisteinas tipico. Estas dos toxinas podrian ser un subgrupo dentro de

esta superfamilia (Figura 7c).

20 40 60 80
I I | I
(a) Ol Rs6.1 MKLTCVLIVAMLFLTACQPAPVDDSSDKQEYRDLSSSVGMQNSEDSRS- - - CAGQGERCNH- - GGCCNQYTCRGT- - - PGRCA- - - - - - 75
O1_Rs6.2 MKLTCVLVVAMLFLTACQPAPTDDSSD-- DNRAVSSRDEMQNSLGSRSTAGCVGLGGGCRSADRKCCPPLKCNGP- QQAPVCEPRGK- - 84
O1_Rs6.3 MKLTCVLVVAMLFLTACQPAPTDDSSD- - DNRAVSSRDEMQNSLGSRSTAGCVGLGGGCRSADRKCCPSLKCSGP- QQAPVCEPRGK- - 84
Ol Rs6.4 MTPTCVLVVAVLFLMACQPAPIDDSSD-- EYHAVRSRDEKLDTTGSKLKS- CS- - TGGCNNV- - PCCPGLKCQASTRTAQICQQI SK- - 80
Di6.2* MKLTCMVIIAVLFLTACQLITADLSSD-- EYHAVRSIDEMHDFKGSRATPECS- - RAGCKNV- - PCCSGLKCTGP- QSGPVCQPE- - - - 78

(b) 20 40 60 80

| | | |
O1_Rsl MKLTCVLIIAVLFLTASQLTAAASYARREPDETATGGKDPNTVWSLARNVVRKGVAGELRATQLQNIQDNPAEGIRAFYKRNELVEAGPLQKILL

(c) ZID 4ID 6|0 BIO
Rs6.16 MMNLVSMTIVLLLLLAQCQLFTATSIAERKTAEDNTDLNLITALKAREDKPTCKGDDQGCFHTAECCPTHYCRQAFRSVCTLRPPWMQRK 90
AO0A142C1S7_betulinus* - MNLVSMS1 ILLLL- AQCQLFAATSIAERKTAQGDNTDLNLITDLNAREDKPKCKGEGQGCFHTAECCDTYYCRQSFKSVCEIG---- - - - 81
Ar6.11* -MKLTCVLIIAMLFLIVCQLNT--------- ADDSTDKQEYRAVKLRDAMRNFKGSKRNCGEQGEGCATRPCCAGLSCVGSRPGGLCQYD 80

Figura 7. Secuencias para la superfamilia O1 de C. regularis. (a) con marco de cisteinas VI/VII (b) sin cisteinas y (c) que
no entrd en el umbral establecido para los pHMM. Las secuencias Di6.2* (Conus distans), AOA142C1S7_betulinus*
(C. betulinus) y Ar6.11* (Conus arenatus) sirven de comparacién. Las cisteinas se muestran en color amarillo, el
péptido sefial esta indicado con una linea azul. Este esquema de colores es utilizado en las figuras siguientes.

3.7.2 Superfamilia 02

La mayoria de las conotoxinas identificadas para la superfamilia O2 presentan los marcos de cisteinas
VI/VIl o XV (Robinson y Norton, 2014). Dos de las conotoxinas de esta superfamilia con marco VI/VII (TxVIIA
y PnVIIA) han sido caracterizadas a nivel de proteina y ambas presentan actividad especifica en moluscos,
ya que producen un efecto paralitico en ellos pero no en artrépodos o vertebrados (Fainzilber et al., 1998;

1991).
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Las secuencias de C. regularis presentaron los marcos de cisteina esperados para esta superfamilia (Figura
8). Se identificaron 3 secuencias pertenecientes a la superfamilia 02, una con marco VI/VII (Figura8b) y
dos con marco XV (Figura 8a), una de las cuales pudo ser validada a nivel de proteina (Parte Ill de esta
tesis). Para las secuencias que tienen un marco de cisteinas XV se conservan los aminoacidos ECCPNLXCKC

en la region central de la toxina madura.

(a.) 20 40 60 80

I I I I
02_rs15a MEKLMMLILIATALFSILVVIGGDGEKPLMGRT- - - AAQRRLPLRR- - RDCKQRGSDCDKDEECCPNLEC AGQCPQTDSKCR- P 81
02_Rs15.1 MEKLTILILVAAVLLTIQVLVQSDGEKPLTGKVKRFAKER- - - - - QGPGGCTEKDKVCEDTVECCPNLQCKCSGPTDCQSGYKCRDP 82
Ltl15a* MEKLTILILVATVLLAIQVLVQSDGENPVKGRVKHYAAKRFSALFRGPRECTTKHRRCEKDE CCPNLECKCILTSPDCQSGYKCK- P 86
(b) 2|0 4|o 6|0
02_Rs6.5 MEKLTILLLVAAVL- STQILVQSEGGKKQTANIKLFTSGLQSGNLQKRGCADPYDSCLDHDDCCNGFCGSTSFCQ 74
Ctr_80_T* MEKLTLLLLVAAVLLSTQVLVQGDGGKKQKAKINFFTGRMLSGNKQKR- CAEAYESCVNHSDCCEKYCND- SYCY 73

Figura 8. Secuencias identificadas para la superfamilia 02 de C. regularis (a) con marco de cisteinas XV (b) con marco
de cisteinas VI/VII. Las secuencias Lt15a* (Conus litteratus) y Ctr_80_T* (Conus tribblei) se muestran como referencia.
Los aminodcidos conservados son sefialados con un rectangulo color rojo, este esquema sera utilizado para las figuras
subsecuentes.

3.7.3 Superfamilia O3

Casi la totalidad de conotoxinas reportadas para la superfamilia O3 presentan un marco de cisteinas VI/VIL.
Recientemente se reporté que existen secuencias sin cisteinas clasificadas para la superfamilia O3 en dos
especies diferentes: C. victoriae y Conus gloriamaris (Robinson et al., 2014, 2017). Para C. regularis se
recuperaron dos secuencias, cada una representante de lo que se ha descrito para esta superfamilia:
03_Rs6.6 (Figura9a), con el marco VI/VII, y O3_Rs1 (Figura 9b), sin cisteinas. O3_Rs1 presentd una mayor

identidad con la secuencia de C. victoriae (85 %) que con la de C. gloriamaris (60.86 %).

(a) 2|0 4|0 slo
O3_Rs6.6 MSGLGIKVLTLLLLVSMATSHRDDDFLDEFITVE-- NDTCNSDDDCI| SGKEKCCSLDFDQPK- YCYNSDDCLFNK 72
Di6.12* MSGLGFMVLTFLLLVSMATSKQDGRVRRRMLHTRLVEGACTSPSNCPTGQE- CCPDKLDEPEGSCANS--CPFY- 71

(b) 20 40 60
| | |
O3 Rsl MSGFGFLLLALLLLGTLEATKVERVKNGYGVHDATREFGGYMRFGRQDMQY- - - - PFSSKRRPLRALRFRQPSSQKE 73
03_Vc2* MSGRGFLLLALLLLVTVEATKVEKKHSGFLLAWSGPR- NRFVRFGRRDMQS- -- - PLLSERLRL-----=-=-=--=--=-- 59

03_CGml* MSGLGIMLLALLLLVSLE- TSLQGGGEGQAMHRDKNQQGHRRI LLRRALQKSRTPPQGTKKSA- - SLDFLVPVVLA- 73

Figura 9. Conotoxinas identificadas para la superfamilia O3 de C. regularis (a) secuencia identificada con un marco
de cisteinas VI/VII (b) secuencia sin cisteinas. Las conotoxinas Di6.12* (C. distans), O_Vc2* (C. victoriae) y O3_Gm1*
(C. gloriamaris) se muestran como punto de comparacion.
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3.7.4 Superfamilia C/Contulacina y superfamilia D

Sélo cuatro secuencias estan reportadas en ConoServer para la superfamilia C, conocida como las
contulacinas, en Unicamente dos especies: C. geographus y C. litteratus. E| pHMM de esta superfamilia fue
construido con estas secuencias, no obstante, en la literatura también existen descritas secuencias de esta

superfamilia para Conus parius (Jimenez et al., 2007) y C. pulicarius (Lluisma et al., 2012).

Las contulacinas pertenecen a la familia de las neurotensinas las cuales son analgésicos que activan los
receptores de neurotensinas acoplados a proteinas G (GPCRs), jugando un papel importante en
neurotransmision y neuromodulacion (Robinson y Norton, 2014). Los conopéptidos de esta superfamilia

pueden carecer de cisteinas, presentar un solo enlace disulfuro o tener los marcos de cisteinas V y XIV.

En este trabajo se reporta la primera contulacina para C. regularis la cual presenta un solo enlace disulfuro
(Figura 10a). Se observé una conservacion de 13 aminodcidos en la region C-terminal (CIWKVCPPXPWRR)

de la toxina madura al ser comparada con la Contulacina Lt1.

Por otro lado, la superfamilia D se ha encontrado mayoritariamente en especies vermivoras, como es el
caso de C. regularis. Los marcos de cisteina relacionados con esta superfamilia son IV, XIV, XV, XX, XXIV. Se
identificaron dos secuencias pertenecientes a esta superfamilia ambas con un marco de cisteinas XX
(Figura 10b), una toxina esta posiblemente incompleta del amino terminal y le falta una pequefia parte del

precursor (D_Rs20.1).

(a) 20 40 60 80

I | | L
Contulakin-Rs1 MQTAYLVMLMMMVWATVPLAEGGKLNDVIRGLVQDYITPQLALYHLVSRHYPE——RSDP-——IASEIWKVCPPSPWRRPGPKPNNﬂ 81
Contulakin-Lt1* MRTAYWVMVMMMVGITAPLSEGRKLNDAIRGLVADYLTPQL- LQSLVSAPYPEFQLDDPNLEIP |WKVCPPI| PWRRRD LKKRNK] 85

( b) 20 40 60 80

I I I I
D_Rs20.1 ------ MMLLVLLILPLPYLDAAGGQAVQEDGLVDATDRYLLRDDRNVQRTCHRRS- NSKWGRCCLYRMCGDHCCPNHRCRC | YHKGDGHRCRC- - 87
D_Rs20.2 MMPKLEMMLLVLLILPLPYLDAADGQAVRGDEHGYGPDRYLQRADRAVS- - CERRSPGSQWGRCCLTRMCGTMCCHMEGCTCVYHRRRGHGCSCSA 94
Cp20.1* -MPKLEMMLLVLLIFPLSYFIAAGGQVVQVDRRGDGLAGYLQRGDRDVQ-DCQVSTPGSKWGRCCLNRVCGPMCCPASHCYCVYHRGRGHGCSC- - 92

Figura 10. Cotulacina y miembros de la superfamilia D identificadas para C. regularis (a) contulacina (b) miembros de
la superfamilia D con un marco de cisteinas XX. Contulacina-Lt1* (C. litteratus) y Cp20.1* (Conus capitaneus) fueron
utilizadas como referencia.
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3.7.5 Superfamilia H

Es una superfamilia recientemente descrita, se han encontrado secuencias para C. marmoreus, C.
gloriamaris y C. victoriae (Dutertre et al., 2013; Robinson et al., 2014; 2017). La mayoria de las secuencias
descritas presentan el marco de cisteinas VI/VIl; no obstante, se han reportado dos secuencias sin
cisteinas. En el transcriptoma de C. regularis se encontraron dos secuencias representativas de cada una:
sin cisteinas (Figura 11a) y con el marco VI/VII (Figurallb). Para las secuencias sin cisteinas se observé una
elevada conservacion de aminoacidos en lo que puede ser la regidon pro y otra conservacion en lo que

puede ser la toxina madura.

Por otro lado, se identificaron dos secuencias incompletas que posiblemente pertenezcan a la superfamilia
H (Figura 11c). El péptido sefal de ambas presentd un gran parecido (70.83 % de identidad) con una
conotoxina H de C. tribblei que no estd reportada en ConoServer, pero que fue recuperada de UNIPROT.

(a) 20 40 60 80

I | | I
H_Rs6.7 MNTAGRLLFLCLVLGLVFEYLGKPMTDDVRADIDTDTDDKDPSD | RARRDDVDCGGVDCPFGCCKNVDGEDECDD- IDCDHSDTDPVGNRRSLPGS- - H 96
Mr6.25* MNTAGRLLLLCLALGLVFESLGIPVADDVEADRDTDPDDGDPRGRNSWRS- TDCNGVPCQFGCCVT INGNDECRDL | VSDLTRRGLLDNEGHCPAATES 98

(b) 20 40 60 80
| ] |

H_Rsl M GRLLFLCLAVGLLLESQAHPIADAGDATRNVGSDGTSVELSGI LERGQD SSAEKDQRKDGAT- - - GRYSVRADPSLPPLPDDR- - - 84

H_Vcl* MRTSGRL CLAVGLLLESQAHPNADAGDATRDVGSDRTSVELSKMLKGWQ- - -JAEKGQRKASAPKK- - - FYVYP- - - - - - - PVRRSFY 77

H_Gm2* MRTSGRLLLLCLAVGLLLESQALPNADAGDATRDVGSDRTSVELSKMLKGWQ- - -JAEKRQRHASARDEDGGFYIFY------- PDGRSFY 80

H_Gml* -- ASGRLLLLCLAVGLLLESQGHSN| KMLKRWQ- - -JAEKRQRKASAREN- - - FYVHP- - - - - - - PSSRSFY 75

(C) 20 40 6 80
H_Rs039 MKTSGPLLFLCLAMGLLWESVRSGEQEKQEVRMIAGREEPSESFPFYVR---------- DRKST----------ccmmaon 54
H_Rs040 MKTSGPLLFLCLAMGLLWESVRSGEQEKQEVRMIAGREEP- - - - - - - - R----c-cnn-- DRKSTRLNSSHEWI- - - ------- 55

Ctr_H_1_tribblei* MKTSGRLLFLCLAVGLLLESQAHPIADAGDASRNVGSDETSAKLSD|LERGQD SSAAKGQRKARANND PKNNADHD I PFPS- - 81
H_Vcl MRTSGRLLLLCLAVGLLLESQAHPNADAGDATRDVGSDRTSVELSKMLKGWQ- - - AEKGQRKASA- - - PKKFYVYPPVRRSFY 77

Figura 11. Conotoxinas de la superfamilia H (a) secuencia con marco VI/VII (b) secuencia identificada sin cisteinas (c)
posibles secuencias de la superfamilia que se encontraron incompletas. Las conotoxinas utilizadas como referencia
son Mr6.25* (C. mamoreus), H_Vcl1* (C. victoriae), H_Gm2* y H_Gm1* (C. gloriamaris).

3.7.6 Superfamilia 11

La mayoria de lass conotoxinas reportadas para la superfamilia 11 presentan un marco de cisteinas Xl (C-
C-CC-CC-C-C). No obstante, existe una sola secuencia de C. californicus dentro de esta superfamilia
reportada con un marco de cisteinas VI/VII; este es el caso de las cuatro secuencias recuperadas para C.
regularis (Figura 12). Las secuencias de C. regularis confirman la presencia del marco de cisteinas VI/VII
dentro de la superfamilia 11 no obstante, la diferencia del péptido sefal con los otros miembros de la

superfamilia hacen pensar que podria tratarse de un subgrupo de genes dentro de esta superfamilia.
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20 40 60 80

| I I |
11 Rs6.9 -MKLSVTFVTSLLIVMLLPVINGRELSG----------- SSALRKVIQR- VKRDCSYSSCTS- LTCCGEYLCNAN- KDCVDPGPGG- PFGK 75
I1_ Rs6.8 -MKLSMTV- - - LLILMLLPVIAGEVEPG----------- QHALRDLLKRSVKHRCI FG- CLDG- SCCAGF-CY- GGSLCR----------- 61
11_Rs6.10 MMKVLMTF--- LLVLMILPLCQPIK------- FGEQLTMKPAART- - - - - - GDTCI RAPCESKDNCCKNYFCDTELRQC I SNARKTFKNGK 75
11_Rs6.11 - ---- MTF---LLVLMILPLCQPTMMVGPLPVFVQNLKVTPAPTT- - --- - GDSC I RAPCDRKDNCCRNYFCDQELGLCI SNAWRPFRNGK 77
Cl6.15* -MKLSVKF--- LLFLMILPLIAGEDMS- - DNDAPKSVDVQRNVKRQGQSQFGEQCTGHLDCFGDLCCFDGYCIMTSWIWPCN-W- - - - - - - 77

Figura 12. Secuencias de la superfamilia 11, todas presentaron un marco de cisteinas VI/VII. Se utilizé como referencia
Cl6.15* (C. californicus) la Unica conotoxina de esta superfamilia con marco VI/VII.

3.7.7 Con-ikot-ikot

El pHMM construido para la superfamilia K identificd 3 secuencias en el transcriptoma, dos de las cuales
se clasificaban en esta superfamilia con un umbral por debajo del establecido para ser clasificadas dentro
del grupo. El analisis realizado a estas secuencias revelé que en realidad pertenecian al grupo de las con-
iko-ikot. Las toxinas de este tipo se han identificado porque son mas largas que el resto de las contoxinas
y presentan arreglos de cisteinas inusuales. Aquellas que han sido caracterizadas, inhiben la capacidad de
regresar a su estado original a los receptores AMPA (acido a-amino-3-hidroxy-5-metil-4-
isoxazolepropidnico) (Walker et al., 2010). Existen dos tipos de con-ikot-ikot descritas: las que presentan
13 residuos de cisteinas y las que tienen 10 cisteinas con un marco XXI (Moller y Mari, 2011; Walker et al.,
2010). Sélo una de las secuencias encontradas para C. regularis presentd este tipo de arreglos (con-ikot-
ikot-Rs21.1); mientras que con-ikot-ikot-Rs1 presentd 14 residuos de cisteinas y con-ikot-ikot-Rs2 presento
11 cisteinas las cuales no entraban dentro de ninguno de los marcos de cisteinas establecidos (Figura 13).
Estas secuencias confirman lo que se habia visto previamente para C. victoriae: que las con-ikot-ikot no
son exclusivas de los cdnidos piscivoros sino que pueden presentarse en aquellos que tienen dieta

vermivora (Robinson et al., 2014).

20 40 60 80
| | | |

con-ikot-ikot-Rs1 MTVNMSMTLCVFVMVVIAATIVGFTPSEDKDLYCEGRE- - - YHDCCKHE- - - MQRCMEE- - - - CTSVFTKEY- - - - - - - - - - - - - - - - - CW 64

con-ikot-ikot-Rs2 MAMNMWMT INVLVVVVMAATVDGSTPLQERDNSR- - - - - - - - - ECCIND---MYRC- - ---------- LQGY---------mmma o PG 50
con-ikot-ikot-Rs21.1 MAMNMWMTLSVLVVVVLTTTDVCCTSLLEDKREALKRRGDTTSLCCFSVFGC | RECKAKGGSNCWPLCELEYSDVCKGDFSVYCWSFGNCY 91

con-ikot-ikot-G1* MAMNMSVML SAFVMVVVSATVTGFTHLQEPDLSRMERSPPPHNDCCK- - - - - MKECCAQ- - - - TTELCLKEF----------------- PN 65
100 lfO 14]0 1?0

con-ikot-ikot-Rs1 DR=- == === -=----- CYNSAATNCG- CHPTDGCCPDFLEQYSSCLFP- - QDRGVF- - - - ECWERSKFVPCW 115
con-ikot-ikot-Rs2 QEQVYYTK- - - - - - - CHHDAANACG- VSAAHGCCNG- - - - YMICIGMTV- DQGLQMAHNYCKKLRCDPVGC 108
con-ikot-ikot-Rs22.1 EECIKTKSEEHCFKGCRYEAKLDCI E- EGSIGCCPQFMTCYYECF- - - - EKTGRYSCSTHCKDVHC- - - - - 152
con-ikot-ikot-G1* EEHIYTST------- CYQRASHACGQFNEIVGCCYG- - - - YRQCMLQNVQNLGLNWANQQCKEWNCLNPCE 125

Figura 13. Secuencias con-ikot-ikot de C. regularis comparadas con una secuencia del mismo grupo de C. geographus
(Con-iko-ikot-G1*).
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3.7.8 Superfamilia L

La primera conotoxina reportada para la superfamilia L presentd un marco de cisteina XIV (Peng et al.,
2006), que fue con el que se presentaron las dos secuencias identificadas para C. regularis (L_Rs14.1y

L_Rs14.2) (Figura 14).

20 40 60

| | |
LRs14.1 MKMSVTLIVILLVISLSFTDGAVLRTINGRQAPGLHNPDAMVQLILRTNLCPQCENGCHMDRTCKQ- ----- - - - 65
L Rs14.2 MKMSVTLIVLLVLSLSFTDGAVLRTINGRQAPGLHNPDAMVQLILRRNLCPHCENGCHVDWTCKNETERTSLST 74
Eul4.7 MKLSVTFIVVLMLTTSLTCGFNLFSNNGKRAYGRHD PNAADRLVREKQASRACYPPCFGSSVCYGGRCFFIGFR 74

Figura 14. Secuencias de la superfamilia L de C. regularis comparadas con Eul4.7*, una secuencia de Conus eburneus.

3.7.9 Superfamilia M

La mayoria de los péptidos identificados para la superfamilia M presentan un patrén de cisteinas Il (CC-C-
C-CC), Conus regularis no fue la excepcion ya que se identificd la secuencia M_Rs3.1 (Figura 15a). Debido
a que existen 447 secuencias de la superfamilia M reportadas en ConoServer, no es de extrafiarse que
sean varios los marcos de cisteina asociados a ella (1, I, IV, VI/VII, IX, XIV y XVI). Dos secuencias de C.
regularis presentaron arreglos ya reportados para esta superfamilia, tal es el caso de M_Rs6.12 (Figural5b)

y de M_Rs16.1 (Figura 15c).

Por otro lado, la conotoxina M_Rs16.1 (Figura 15c) presenta un 69.56 % de identidad en el péptido sefial
con LtXVIA, asi como el mismo marco de cisteinas. No obstante, presenta un 71.42 % de identidad en el
péptido sefial con el péptido sefial de dos secuencias que no han sido nombradas de acuerdo a la
nomenclatura establecida (M_conotoxin7_virgo y Ctr33_tribblei), las cuales presentan un nimero de
cisteinas no convencional. Esto permite confirmar que estas conotoxinas pertenecen a la Supefamilia M,

con marcos de cisteina no convencionales que aun quedan por establecer.

Se identificaron secuencias cuyos marcos de cisteinas no han sido reportados para esta superfamilia pero
gue si han sido descritos, como lo son M_Rs27.1 (Figural5e) con un marco XXVIl y M_Rs8.1 (Figura 15f)
con un marco VIIl. Se encontraron dos secuencias pertenecientes a Conus lenavati y C. tribblei en el
UNIPROT cuyo péptido sefial presenta un 77.27 % de identidad con el péptido sefial de Rs27.1, asi como

el mismo marco de cisteinas. Estas secuencias, al igual que las que se utilizaron en el alineamiento de
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M_Rs16.1, no tienen un nombre asignado de acuerdo a la nomenclatura establecida y no han sido curadas

por Conoserver. Es probable que este grupo de conotoxinas pertenezca a un subgrupo de la familia M.

La conotoxina M_Rs027 (Figura 15d), presenta 8 cisteinas dentro de un acomodo no reportado hasta la
fecha (CC-CC-C-C-CC), por lo que no pudo ser nombrada de acuerdo a la nomenclatura convencional de

conotoxinas, no obstante, es evidente que si pertenece a la superfamilia M.

Finalmente, para el péptido M_Rs8.1 no se encontrd una conotoxina que conservara de la misma manera
el péptido sefial y el marco de cisteinas como con el grupo de M_Rs27.1, pero si presentd 42.81 % de

identidad con una conotoxina para C. betulinus reportada en UNIPROT.

(a) 20 4|o elo

|
M_Rs3.1 MLKMGVVLFALLVLFPLATLQLDAEQPAERNAENQQDLNPDERREITLPALRDCCPLSSCESG- LCDCCA 69
S3-E02* MLKMGVVLFTFLVLFPLATLQLDADQPVERYVENKQDLNPDERSNFRLPLVRRCCSVSICQPPPVCECCA 70

20 40 60 80

| | | |
M_Rs6.12 MLKMPILLLTILLLLPLATAQGDDTRSRKLAALRQVTRQQPSCKQTGENCDQ- - SSPNEKCCEKL- SCNALGQNSKKGKCA- | SG 80
Di6.8* MLKVGVVLLALLLLVPLVAPEQDEGKWTMLAKNENTVKRKLMDFMARECDPYYCSNGKVCCPDYPTC---GDSTGKLICVRVTD 81

c ZIO 4I0 6|0 8|0
( ) M_Rs16.1 MFKLGVALFILLALFPLATLKMNGDQPADRQAMERGSILYNLYKKRGFGLSRIKGDEEFI ENCEVYNCPDSICCKR--------- 76
LtXVIA* MPKLGVSLFIFLVLFPLATLQLDGDQSAGRHAQERGEDLFKMYQYLRRALERRRTGEDFLEEC- MGGCAFDFCCKRSLRDTTS-D 83
Ctr_33_tribblei* MSKLGVVLF :_V_::’MTu_QQDGDQSADRRADERGQGLTEQYRDLR- AL--RLSGAD---------------- PNSIWSKTLWC 66
M_conotoxin7_virgo* MSKLGVVLFIFLVLFPMATLQLDGDQPADRRADEK- - DLTQQYLNLRRVLQRGLV- - --------------- CAHVSPSQNSWWT 66
20 40 60
(d) | | |
M_Rs027 MLKMGKV- LFAFLVLFSLATLQLDADQPVDGHAGKKRDLNLAGERKEI EMRTQSAHRLLH 59
Btl4-H02* MLKMGVV- LFTFLVLFPLATLQLDADQPVERHAENKQDLI- PDERRGI-------- - LLH 49
Eb2C11* MLKMGVVMLFTFLVLFPLATLQLDADQPADRDAENKQDLN- PDGRRGI- - - - - - - - - ILS 50
80 100
| |
M_Rs027 TRPQRRQRLQEMLRLQQRNCCDTTDCCYSLHCSPGQCPCC- - - - - -« -cx-cummnn- P 100
Bt14-HO02* A=« - === ==-==--= LKQRVWCDWEWCYGDCH- - - - - - - o) D 70
Eb2CL1* A-----=mmemm=- LRSPNSCVWS- - - PPCHLPSERMTAFTANNAALELPYSGLVAPEQ 93
(e) ZIO 4IO 6I0 BIO

M_Rs27.1 MMWKLGAVLIIFLVLLTLTVPRQSGDGMAYKRRRMSHRMKSALKS|I RGACGEKDEPCCVNHTTTAKYCNPPLKCIHTSYLCGNNR 85
AOAOK8TUA7 _lenavati* MMWKLGVVLLIFLVLLPLTAPRQDGDGMAYTGRHVLHRMKNALKITKRDCGERDEPCCVN- SSGAKYCEEPWECIHTSLLCEEN- 83
Ctr_48_N_tribblei* MMWKLGVVLLIFLVLLPLTAPRQDGDGMAYTGRHVLHRMKNALKITKRDCGERDEPCCVN- SSGAKYCEEPWECMSTSLLCEEN- 83

20 40 60 80
f [ | | |
( ) M_Rs8.1 M-WTAGVALCIFWVLVPLAALQPDGD- - - - GRANENLL | RGI RESIHPNPFKREMD EKHCT | LCTQPGKWWWCNWDNLNDGDKYFSCH 83
AOA142C1J4_betulinus* MMWKAGAVLFALLLVFSLAAVQPDLDERT FGRMKRDMFVRAL- - - - - - - - - KSKRDGQSCTTYC- - PGr - = - === m=cmmmmmmmmm s 57

100 120
I |
M_Rs8.1 SKDQSWPGHEDEKDCFEMCTLPGKRWKCHCHFLNDEGDELCKCQSEAWIQ 133
AOA142C1J4_betulinus* - - - === ---cmmmnnnnnnn PGQQMTCGCAHLNEINSAFCFCLTRH- - R 84

Figura 15. Superfamilia M (a) y (b) son secuencias que presentan marcos de cisteinas reportados para esta
superfamilia (I, VI/VII); (c) y (d) es un grupo de secuencias que confirma la presencia de arreglo de cisteinas no
convencionales para esta superfamilia; (e) y (f) son nuevos marcos de cisteina reportados para esta superfamilia .Las
secuencias S3-E02* (Conus striatus); Di6.8* (C. distans); LtXVIA* (C. litteratus); Ctr_33_tribblei* y Ctr_48 N_tribblei*
(C. tribblei); M_conotoxin7_virgo* (Conus virgo); Bt14-H02* y AOA142C1J4_betulinus* (C. betulinus); Eb2C11 (Conus
ebraeus) y AOAOKS8TUA _lenavati* (C. lenavati) son mostradas como comparacion.
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3.7.10 Superfamilia B2

La superfamilia B2 fue identificada recientemente en Conus consors (Violette et al.,, 2012) como un
conopéptido sumamente abundante que era muy similar a una conotoxina de C. litteratus, previamente
identificada en una biblioteca de cDNA (Pi et al., 2006). Aunque existen varias secuencias reportadas para
la superfamilia B2 en la literatura para diversos conidos (C. marmoreus, C. victoriae, C. gloriamaris, entre
otros), en Conoserver solo estan listadas dos: una de C. marmoreus y una de C. victoriae. Por lo que al igual
qgue en el caso de las contulacinas, los pHMM de esta superfamilia fueron construidos con menos
secuencias de las que realmente existen. La funcién de esta superfamilia de conotoxinas permanece

desconocida, pero se sabe que pueden presentarse sin cisteinas o con un marco VIII.

Al hacer el alineamiento de B2_Rs1 con los otros miembros de la superfamilia (Figura 16) se pudo observar
una alta conservacion de aminoacidos a lo largo de toda la secuencia: desde el péptido sefial (82.35 %)

hasta la regién de la toxina madura.

20 40 60 80

|
B2_Rsl MLRLVLAAVFATACLAY|PQRRE

| |
PAEAADLKSFGG- - ------ PG- MQGPLLGNMQAMQGLQPMP- - - - - AQFMSGFGPN- G-[MGYKRA|

v
AOAOK8TUZS8 _lenavati* MLRLIIAAVIATACLAFPQRRDGLPGEAANLKPFGPDMQGMQAMPGAMPG- - - - PMPNMQPMQAMP- - - - - GQFLP-
Ctr_133_T_tribblei* MLRLI | AAVLASACLAF[PQRRDGFPGEAANLKAFGPDMQGMQAMPGGMPGGMPGAMPNMQPMQPMP- - - - - GQFLP-
B2_Gml* MLRLIIAAVLVCACLAYPQKRDGAPADAANLQG- - - - - - - MMAMP- - - - - - - - - NMQGMQ PMQ PMPMMGMQGQFMP-
Vcl_B2* MLRLI IAAVLVCACLAY[PQKRDGAPADAANLGGFD- - - QGMMAMP- - - - - - - - - NMQ- - - PMQPVPMM- - QGPFMP-
1?0 1f0 110 1?0
B2_Rsl [ADENL EKRKHASVNKFNEQQKSPL- - - - - SDLAEFDLGKFMEGNADKV[PFANMEN|SDTGDLGQFGPNTE d eklaaq] 153
AOAOK8TUZS8_lenavati* |AD ENLEKRKHHS| - KFQD ENKSPFDSPADSLLGNFNFGKFLQENPDN I[PFANMENAN PGNLGNFEPNAED du n- 160
Ctr_133_T_tribblei* |ADENLEKRKHHS| - KFQDENKSPFD SPADSMLGNFNFGKFLQENPDN I[P FANMEN|AN PGD LGN FEPNAED du Ap-laaq| 164

ADGQQ- 148
HDGQQ- 147

B2_Gml* [LDEDPEQKRHHS
Vcl_B2* |LDEDPEQKRHHS)

- QFNEDNI SPFNT- - DEGLGNFM- - NFMNDNGNSLPFANVDSDDLG- LDSFQPSA- G gK
-QFNEDNI SPFNT- - DEGLGNFM- - NFMNDNGNSLPFANVNSDDLG- LDSFQPSA- G GK|

Figura 16. Superfamilia B2. Varios de los aminodcidos que componen a las secuencias se conservan, en este caso sélo
se marcaron algunos. Las secuencias AOAOK8TuZ8 lenavati* (C. lenavati), Ctr_133_T_tribbeli* (C. tribblei), B2_Gm1*
(C. gloriamaris) y Vc1_B2* (C. victoriae) son conotoxinas reportadas para la superfamilia B2.

3.7.11 Superfamilia N

La superfamilia N esta conformada por unos cuantos conopéptidos que fueron identificados en el
transcriptoma de la glandula venenosa de C. marmoreus (Dutertre et al., 2013). El patrén de cisteina que
presentan estos péptidos pertenece al marco XV. Recientemente se encontré una secuencia para esta
superfamilia con el mismo patrén de cisteinas para C. gloriamaris (Robinson et al., 2017). En el caso de C.
regularis (Figura 17) se recuperd una sola secuencia que conservaba el péptido sefal (75 % de identidad)
con los miembros de la superfamilia, no obstante presenta un arreglo de cisteinas que no ha sido

nombrado (C-C-CC-C-C-C-C-C). Después de una busqueda bibliografica se encontré una conotoxina (Lt15.2)
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gue presenta el mismo patrén de cisteinas que el encontrado para la conotoxina N_Rs032, lo que confirma

la existencia de dicho patrdn de cisteinas.

20 40 60
| | |

N_Rs032 MMSTLGMMLLIILLLVPMATLKKNDDRRLVKVDG- - - - - SFRVERKSLAGAKSYLDHVLRDCPSRL 61
AO0A142C110_betulinus* MMSTLKMMLLILLLLLPLATF-- DSDGQAIPGDGVPSPMSSRIRRL- LGGDKKSGRS- PRSCPSNK 62
Mr15.1* M- STLKMMLLILLLLLPLATF--DSDGQAIPGGGIPSAVNSRVGRL- LGGDEKSGRSLEKRCSSGK 62

80 100
| |

N_Rs032 TCGD---- YCCDSSDCDCVLGCLPSEIKTVCDC- 90
AOA142C110_betulinus* YCGGG- - - LCCRSAECTCAI VWSRPWSKVVCVCG 93
Mr15.1* TCGSVEPVLCCARSDCYCRLIQTRSYWVPICVCP 96

Figura 17. Superfamilia N. La secuencia N_Rs032 presenta un marco de cisteinas no convencional. Las secuencias
AOA142C1I0_betulinus* (C. betulinus*) y Mr15.1* (C. marmoreus) presentan similitud con la contoxina reportada.

3.7.12 Superfamilia P

La superfamilia P presenta un marco de cisteina muy caracteristico denominado IX (C-C-C-C-C-C) (Lirazan
et al., 2000), aunque recientemente se identificaron dos conotoxinas con marco XIV para esta superfamilia
(Robinson et al., 2014; 2017). Son pocos los miembros de la superfamilia P que han sido identificados, por
lo que resulta interesante que C. regularis presente 3 conotoxinas de este grupo, todas con el nuevo marco
de cisteinas identificado XIV. La contoxina P_Rs9.2 (Figura 18a) se alined con GmIXA, uno de los miembros
mas estudiados de esta superfamilia, la cual presenta efecto espasmadico al ser inyectado en ratones y

gue posiblemente tenga como blanco un receptor de glicina.

Por otro lado, las conotoxinas P_Rs9.1 y P_Rs9.2 (Figura 18b) se alinearon considerablemente bien (hasta
81 % de identidad en el péptidos sefial) con dos conotoxinas que no estan reportadas en ConoServer y que
posiblemente también sean miembros de la superfamilia P. Estas conotoxinas pertenecen a C. tribbleiy C.
betulinus, dos especies con las que las conotoxinas de C. regularis han tenido similitud, pero cuyos
conopéptidos no han sido nombrados de acuerdo a la nomenclatura establecida. Aunque el péptido sefial
presenta 59 % de identidad con otros miembros de la superfamilia P, como puede ser Lt9a, es posible que

estas conotoxinas sean un subgrupo de esta superfamilia.

(a) " w0 6 w

I I I I
P_Rs9.2 MHLSLAGSAVLMLLLLFALGNFIGAQPGRTTRDVDNGQLTDNRRNLQSWWKSPSLFKPLRMRCLQRECTENTECGS- CVCYRKKC- - - EE 86
GmIXA* MHLSLARSAVLMLLLLFALGNFVVVQSGLI TRDVDNGQLTDNRRNLQTEWNPLSLF--MSRRSCNNSCQSHSDCASHCICTFRGCGAVNG 88

(b) 20 40 60 80

I |
P_Rs9.1 MMTLSLTRSALVILVLLLAFDNFVDVQPRQITKAVSSHSDLVSGLLFKWVR|SQYCPGNTCKGEAECKVSSCR- CNFNNCMYWAR 83
PRs9.3 MMTLSLTRSALVILVLLLAFDNFVDVQPRQITKAVSSHSDLVSGLLFKWVRGA- C- - SSCDSKADCTDSFCSYCNSGMCTHYAR 81
Ctr_6_T_tribblei* MMTLPLTRSAVLMLVLLLAFDNFVDVQPRQITRGVSSQS- - - -|GLLSKWVRASRCSGDSCTGPTDCT- - RCS- CNFGMCLELVR 77
AOA1P7ZCN9_betulinus* M- SLSLARSAVVMLVLLLAFDNFADVQPKQTTRGASSFS- - - - [GLLSKGYIR/ VSCPGNPCEGPSDC- - SRCS- CKFNVCMEMM- 75
Lt9a* M---TLTKSAVLILVLLLAFDNFADVQPGL I TMGGGRLS- - - - NLLSKRVS IWFCASRTCSAPADC- - NPCT- CESGVCVDWL- 73

Figura 18. Superfamilia P (a) nuevo arreglo de cisteinas para esta superfamilia (b) posible nuevo grupo. La conotoxina
GmIXA* (C. gloriamaris), Ctr_6_T_tribblei* (C. tribblei), AOA1P7ZCN9_betulinus* (C. betulinus) y Lt9a* (C. litteratus)

se muestran como comparacion.
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3.7.13 Superfamilia S

Al igual que en los transcriptomas de C. gloriamaris y de C. victoriae (Robinson et al., 2014; 2017),
solamente se identificd una sola secuencia (S_Rs8.2) de esta superfamilia en el transcriptoma de C.
regularis (Figura 19). No son muchas las conotoxinas identificadas para este grupo, pero todas han
presentado hasta la fecha un marco de cisteinas VIII (C-C-C-C-C-C-C-C-C-C). Las dos secuencias de esta
superfamilia que han sido caracterizadas presentan actividades diferentes: GVIIA es un inhibidor de los
receptores de serotonina (Oers et al., 1998), mientras que RVIIA inhibe los receptores nicotinicos de

acetilcolina (Teichert et al., 2005).

20 40 60
|

| |
S Rs8.2 M- SKMGVVFFLLLLFALASTRHEGDVEARKIDNWSYRDVLLSRPARGCYGS- CRRNGNA-CLG 60
AOAOK8TTJ6_lenavati* MMSRMGVVFFLLLLFALASTQQEGDVEARKIDDWNYRQV- - - GPV- - CKGD- CSTDGKL- CGG 56
RVIIA* MMSKMGAMFVLLLLFTLASSQQEGDVQARKTHPKREFQRILLRSGRKCNFDKCKGTGVYNCGE 63
80

|
S_Rs8.2 SCWCQGYINCRCRRGGVFGPRRCSCSCWIPYP 92
AOAOK8TTJ6_lenavati* ECKCFGESNCRCH- - - - YFPAEQRCSCFCPGN 84
RVIIA* SCSCEGLHSCRCTYN- - IGSMKSGCACICTYY 93

Figura 19. Superfamilia S. S_Rs8.2 Presenta el marco de cisteinas esperado para esta superfamilia. Las conotoxinas
AOAOK8TTJ6_lenavati* (C. lenavati) y RVIIIA* (Conus radiatus) se muestran como comparacion.

3.7.14 Superfamilia T

Es una de las superfamilias que mas miembros tiene reportados, existen 239 secuencias en el ConoServer.
No obstante, en el transcriptoma de C. regularis Gnicamente se encontraron dos secuencias. La secuencia
T Rs15.1 presenta un marco de cisteinas (CC-CC) caracteristico para esta superfamilia y la region de la

toxina madura presentd varios aminoacidos en comun con la conotoxina Rt5.1 (Figura 20a).

La otra conotoxina identificada para esta superfamilia (T_Rsl) no presenta cisteinas. Existen ya
conotoxinas de Conus ventricosus reportadas para esta superfamilia que no presentan cisteinas (Figura
20b). Ademas, Phuong y colaboradores (2016) reportan haber identificado secuencias sin cisteinas para
esta superfamilia. La secuencia de C. regularis confirma la existencia de conotoxinas sin cisteinas para esta

superfamilia.
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(a) 2|0 4|0 GIO
T_Rs5.1 MLCLPVFIILLLLVSPAATLPVESELQRDLTGDSPKDFRMRTERLFLRK GDDCCV 64
Rt5.1* MLCLPVFI lLLLLVSPAATLPVGSELQRDLTHESPKDLGMRTDYLPFRDE;;;;;S N KI 64
20 40 60
(b) | | |
TRsl MLRLPIFILLLLFLSPGASFPAESKLQ- NLGTLMHSRVSAKDDKGEIDPGIKYAGV- - - - - GKRH 59

VnMLCL-01 MLCLPVFIILLLLASPAAPNPLQTRIQSNLIRAGPEDANMKTDKRVIISGLLSSILVPLVNAIKG 65

Figura 20. Superfamilia T (a) secuencia identificada con un marco tipico para la superfamilia (b) secuencia que
confirma la existencia de conotoxinas sin cisteinas para esta superfamilia. Las conotoxinas Rt5.1* (Conus rattus) y
VnMLCL-01* (C. ventricosus) se utilizan como punto de comparacion.

3.7.15 Superfamilias Divergentes

Existen ciertas conotoxinas que no han podido ser clasificadas en las superfamilias establecidas hasta la
fecha, por lo que se han clasificado en superfamilias de conotoxinas denominadas como divergentes. Estos
grupos de conotoxinas no tienen un nombre como tal, sino que han sido nombradas de acuerdo a como
inicia el péptido sefial (Tabla 17, Anexo 1). La mayoria de las conotoxinas clasificadas dentro de estas
superfamilias divergentes pertenecen a la especie atipica de los cénidos C. californicus; no obstante, una

de las superfamilias divergentes (MSTLGMTLL-) presenta secuencias de otras especies.

Se construyd un pHMM de cada una de las superfamilias de genes divergentes, aunque cabe mencionar
gue la mayoria tiene registrada sélo una secuencia lo que hace que el modelo no sea 6ptimo. Se obtuvieron

conotoxinas de C. regularis para tres superfamilias divergentes, las cudles se analizan a continuacion.

3.7.15.1 Superfamilia MSTLGMTLL-

Esta superfamilia divergente, que se compone de 6 secuencias, es la Unica que contiene conotoxinas que
no son de C. californicus ya que también estan registradas una conotoxina de Conus pulicarius y una

conotoxina de C. distans. Los marcos de cisteina reportados para esta superfamilia son IX, XIX y XXII.

Se recuperaron 4 conotoxinas de C. regularis para esta superfamillia (Figura 21). La conotoxina Rs19.1 se
alined perfectamente con las secuencias Di19A y Pu19.1 (Figura 21a), las cuales son las Unicas conotoxinas
reportadas para esta superfamilia que no pertenecen a C. californiconus. Existe una conservacion tanto

del péptido sefial (85.71 % de identidad), como del arreglo de cisteinas, asi como de ciertos aminodcidos
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en la regién pro y en la toxina madura. Esto es un indicador de que este grupo de secuencias

probablemente pertenezcan a una nueva superfamilia de genes que no habia sido descrita.

Por otro lado, al realizar un BLAST con la base de datos de UNIPROT de la secuencia Rs20.3 (Figura 21b) se
obtuvieron varias secuencias con un alto porcentaje de identidad Estas secuencias no han sido nombradas
bajo la nomenclatura convencional de los cdnidos, y por lo tanto no han sido curadas en ConoSever. Al
igual que en el caso anterior se conserva el péptido sefial (77.27 % de identidad), el arreglo de cisteinas es
idéntico, asi como existe una conservacion de varios aminodcidos de la regién pro y de la toxina madura.
Es muy probable que este grupo de secuencias sea una nueva superfamilia de cénidos no reportada hasta

la fecha.

Se realizd un BLAST de la secuencia Rs6.12 contra la base dato de UNIPROT y se identificaron dos
secuencias que tenia un alto porcentaje de identidad con ellas. Una de las secuencias (Fla6.10) esta
reportada como un miembro de la superfamilia V (con sélo dos miembros) no obstante en ConoServer no
se encuentra listada. Por esta razén se hizo un alineamiento de Rs6.12 con las dos secuencias de la
superfamilia V y con los dos péptidos con los que obtuvo una mayor identidad (Figura 21c). Es probable

gue la conotoxina Rs6.12 pertenezca a un subgrupo de la superfamilia V que aun no ha sido reportado.

Finalmente, la secuencia Rs6.13 se alined perfectamente, tanto en el péptido sefial (91.66 % de identidad)
como en el arreglo de cisteinas, con 4 secuencias reportadas en UNIPROT que no han sido clasificadas

(Figura 21d). Este grupo de secuencias podria ser una nueva superfamilia de genes.



(a)

20 40 60

40

| |
Rs19.1 MSTLGMLLLIALLLPLTNPADN- DGQAKPGSRNLRSLASWFVPRRUVKRDCD|SPPGGCTTV 60
Dil9A* MSTLGILLPIALLLPLANPAENGDGQAMPRTRNLRSLSFGRTLRRIUEKRGCD PTDGCQTT 60
Pul9.1* MSTLGMLLLVALLLPLDNPAD[NGDGQAKPRSRNLRSLDFGRTPRRUDKRTCD- PTPDCRTT 60
8|0 l(I)O
Rs19.1 MCENSDGPCCCHPDYECKDTRHG- KACVHHC- - - [PHNC} - 94
Di19A* VCETDTGPCCCKPNFTCQI SNSGTKSCS- - CSGQPSDCPV 98
Pul9.1* VICETDTGPCCCHHGYNCQTTNSGRRACVLVC- - - PHNCIPP 97
(b) 2|0 4I0 6I0
Rs20.3 MSKSGMLLLVLLLL- PLAIPKMAPVGRSMARHYRNLFANRPLQ- GCAAPRTD|N WIRDR 59
Ctr_28_N_tribblei* MSKSGMLLFVLLLVWPLAFPKLVPVQRSLARRYGDLGAKRDVPTGCVSPSTSNLQGPWENK 61
Ctr_GL_1_tribblei* MSKSGMLLFVLLLVWPLAFPKLVPVQRSLARRYGDLGAKRDVPTGCVSPSTSNLQGPWENK 61
AOAOK8TUQ6_lenavati* MSKSGMLLFVLLLVLPLAFPKLVPVQRSLARRYGDLGAKRDVPTGCVSPST SNLQGPWENK 61
AOA142C1K4_betulinus* MSKSGMLLFVLLLL- PLAITKLVPAGRSVARRYGYLGAKREVPLSCVDPLTPGLTGSWEDK 60
8|0
Rs20.3 KCCYTRLCSPTNCCTRSDCTCHGTACNCVTPGRR 93
Ctr_28_N_tribblei* KCCNTKHCSPTNCCASSSCTCSGTACYC- - - SGR 92
Ctr_GL_1_tribblei* KCCNTKHCSPTNCCASSSCTCSGSTCYC- - - PGR 92
AOAOK8TUQ6_lenavati* KCCNTKHCSPTNCCTSSSCTCHGTACNC- - - SGR 92
AOA142C1K4_betulinus* KCCYTKQCSPTNCCTSSSCTCDGPACLC- - - - - - 88
(c) 2I0 4I0 GIO
Rs6.12 - MSTPRMMLFMLIFLLALATSVGDGPAIQGNRHPNK- - LNRLKWHHLKGNLACKD IWFLCDND 60
Fla6.10* - MSTPRMMPFILLLLFSLTIRCGDGKAIQGDRDPSASLLTGDKSRDLLVKRGCS- - - - ICN- G 57
Ctr_150_TN_tribblei* MMST PRRMLFMFLFLLTLATCVGDGPAIQGGRNPST- - LNRLKSRHL I RS- - CKDLGDQCDFD 59
VIXVA* ~ - - - - - MMPVILLLLLSLAIRCADGKAVQGDSDPSASLLTGDKNHDLPVKRDCT- - - - TCA- G 52
Vt15.1% - - - - - - MMPVILPLLLSLAIRGGDGQAIQGDRDLIAKLFKRYQEHGLSVKRACH- - - - TCDDG 53
8|O
Rs6.12 FECC- - - - - SPYLCIDDQC- - - QT 76
Fla6.10* GQCC- GLCLYSRI I SRYMCLPVAK 80
Ctr_150_TN_tribblei* EECC- - - - - WLYFCEIGLC- - - QW 75
VIXVA* EECC- GRCTCPWG- DNCSC | EWGK 74
Vtl5.1* TECCDSRCSCPW- - NTCTCI PWGK 75
(d) ZIO 4|0 6|0
Rs6.13 MSRSGVALLVFLLLLSLVTINVQGGGEGQAMHEGILQQTVRHLFTLGRTQKREE- CSLINP 59
Ctr_81_N_tribblei* MSRSGVALLVFLLLLSLVINLRGGGEGQTMHQNKHRQTVRKLMTLRRTQKRN- ACELDSP 59
AOAOK8TTLI1_lenavati* MSRSGVALLVFLLLLSLVTNLQGGGEGQTMHQNKHRQTVRKLMTLRRTQKRN- ACELDSS 59
AOA1P7ZCP9_betulinus* MPGSGVALLAFLLLLSLVTNLQGGGEGQTMYQDKHRQTMRKLSTLGRKLKRNDPCELDSP 60

Rs6.13
Ctr_81_N_tribblei*
AOAOK8TTLL_lenavati*
AOA1P7ZCP9_betulinus*

80
|

R- DDCTGTEICCTPPRDI YGECTEGEDCPYLQSTSQ 94
TGDDCTGTQICCTEPGSMSGECKEAHECP- - - DRRR 92
TGDDCTGTQICCNEPGSMSGECKEAHECP- - - DRRR 92
VGDDCTGTQICCTPPGSLSGECKETSECQ- - - LGRR 93

Figura 21. Superfamilia MSTLGMTLL- (a) (b) y (d) son grupos de secuencias que podrian ser miembros de nuevas
superfamilias de genes. (c) es un grupo de secuencias que podria pertenecer a un subgrupo de la superfamilia V. Las
secuencias Di19A* (C. distans); Pul9.1* (C. pulicarius); Ctr_28 N_tribblei*, Ctr_GL_1_tribblei*, Ctr_81_N_tribblei* y
Ctr_150_TN* (C. tribblei); AOAOK8TTL1 lenavati* y AOAOK8TUQG6_lenavati* (C. lenavati); AOA1P7ZCP9_betulinus* y
AOA142C1K4_betulinus* (C. betulinus); Fla6.10 (Conus flavidus); ViXVA* (C. virgo) y Vt15.1 (Conus vitulinus) son
mostradas como comparacion.

3.7.15.2 Superfamilia M---L-LTVA

Los 9 miembros de esta superfamilia son sumamente diversos. Aunque el pHMM reconocié 4 secuencias

diferentes, el analisis individual de cada conotoxina nos permitid identificar que posiblemente
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pertenezcan a diferentes grupos. Las conotoxinas Rs6.14 y Rs.15 alinearon perfectamente con el péptido
sefial de una conotoxina de C. betulinus recuperada del UNIPROT (Figura22a), el marco de cisteinas de las

tres secuencias fue VI/VII.

La secuencia Rs046 presentd un marco de cisteina atipico (C-C-C-C-C-C-C-C-C-C-C-C) que fue reportado
previamente por Phuong y colaboradores (2016). Este marco de cisteinas se encontrd en dos secuencias
de C. betulinus y en una secuencia nueva de C. geographus, todas ellas no catalogadas en ninguna de las
superfamilias ya establecidas (Figura 22b). Existe una conservacién del péptido sefial (65 % de identidad)
de Rs046 con esas secuencias, lo que hace suponer que sean miembros de una nueva superfamilia de

genes.

Finalmente, la secuencia Rs047 (Figura 22c) presenta cierta similitud con las secuencias Call4a y Cl14.4
gue son miembros de la superfamilia divergente M---L-LTVA. No obstante, presenta un arreglo de cisteinas
gue no estd dentro de los marcos de cisteina establecidos (C-C-C-CCC-C-C) pero que si ha sido previamente

reportado por Phuong et al (2016).

(a.) » 40 60
Rs6.14 MRVLLFLTLAVLLTSCTETEERLIYELNKDPMAKRTCEDCEQPGSKNCCTPEICSGHICYLPGQGSKRRVKIL 73

Rs6.15 MRVLLFLTLAVLLTSCTETEERLIYEL- KDPMAKRTCEDCEQPGSKNCCTPEICSGHICYLPGQGSKRRVKIL 72

AOA142C1KO_betulinus* MRVLLFLALAVLLTSFTETEGGLVSELFKNPKAKR- - QSCVTCGGKNCCAPKTCNGSTCY- - - - - SGR- - - - - 61
(b) zlo 4|o 6|0
Rs046 ---MKFYLCLAIVLLLASIIV--GLLDKTQTKRNWRLKRRDEHLCSPGLCRCYELKEAECVSSGLCKSGE 65
AQOA1P7ZCS4_betulinus* - --MKIYLCLAVLLLLASTTVDSALRDKAET I RNWRRKGRDENLCPE-- CRCSELKTAECDESKYCHSDH 65
AOA142C1I7_betulinus* - --MKIYLCLAVLLLLASTIVDSALRDKAET I RNWRRKGRDKGLCPE- - CRCSELKTAECDESKYCHSDH 65
X5WU6-1_G126* MGSMKIYLCLAFLLLLPSTIVDSGLLDKIETIRNWR--- RDESKCDR-- CNCAELRSSRCTQAIFCLTPE 65
slo 1(|)o
Rs046 PCTTSSDCNGDSCLCTHFHSGACRAESECDERPYCPSPE 104
AOA1P7ZCS4_betulinus* SCPTSPTCNNGKCLCTHFLGGRCSRTSECNGS- VC---- 99
AOA142C1I7_betulinus* SCPTSPTCNNGKCLCTHFLGGRCSRTSECNDS- VC---- 99

X5WU6-1_G126* LCTPSISCPTGECRCTKFHQSRCTRFVECVPNK-C- TDA 102

20 40 60
(C) | | 1
Rs047 MRFYLLLTVALLLTSFTGGDAGLVQGMKAEGHF- -- VRRDCQAGGCVGCNTEPNGCCCGGKTCGQHGCEG 67
Call4a* MKFLLFLSVALLLTSFIETEAGPVNEARVERLFRALVGRGCPAD-C- - - - - - PNTCDSSNK- CSP- GFPG 61
Cl14.4* MKFLLFLSVALLLTSFIETVT-- VNKAGMERPSRALVGRGCPAE-C- - - - - - PDTCSSSGS- CAP-DFIG 59

Figura 22. Superfamilia M---L-LTVA (a) posible nueva superfamilia de genes (b) y (c) confirmacién de dos nuevos
marcos de cisteinas y posible nuevas superfamilias de genes. Las secuencias A0OA142C1KO_betulinus* vy
AOA1P7ZCS4_betulinus* (C. betulinus); X5IWU6-1_G126* (C. geographus); Callda* y Cl14.4* (C. californiconus) se
muestran como comparacion.
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3.7.16 Secuencias que no pueden ser clasificadas.

Varias secuencias fueron consideradas conotoxinas por las caracteristicas que presentaban; no obstante,
el umbral establecido para los pHMM no permite que sean clasificadas adecuadamente dentro de una
superfamilia de genes. Las conotoxinas putativas de las superfamilias O1 y H fueron mostradas dentro de
las figuras de las conotoxinas que si pudieron ser clasificadas para estos grupos (Figuras 7 y 11). El resto se

muestra a continuacion.

3.7.16.1 Superfamilia D putativa

Se identificaron dos posibles secuencias para la superfamilia D que presentaban marcos de cisteinas ya
reportados hasta la fecha. La secuencia Rs9.4 (Figura 23a) fue clasificada como una posible conotoxina de
la superfamilia D, no obstante, tuvo un mayor parecido con dos secuencias que no han sido clasificadas.
El péptido sefal conserva el 94.7 % de sus aminodcidos con una conotoxina de C. tribblei, que no ha sido
nombrada de acuerdo a la nomenclatura establecida y que sdlo esta reportado en el UNIPROT. Ademas,
el nimero de cisteina también se conserva. El péptido sefial presentd cierto grado de identidad (47.36 %)
con una conotoxina de C. californicus reportada para la superfamilia divergente MSKLVILAVL-, con la que

también comparte el arreglo de cisteinas.

La conotoxina Rs14.3 (Figura 23b) también fue identificada como una posible conotoxina de la superfamilia
D sin embargo, al ser comparada con una conotoxina de esta superfamilia (Cp20.1) la identidad con el

péptido sefal es muy baja.

20 40 60 80

(a) I I I I
Rs9.4 MSKLAIVLLVFLLLQLVINQDYPDERAVRLARKNLKKFRSLAMGKRDDACNGT EDCDEDDDCDGCVCVDNDGIKTCQSVSP- GR 83
Ctr_72_TN* MSKLAIVLLVFLLLQLATNQHHPD ERAVRLA- KNLKKFRSLAMGRRKDACNGT EDCEEDDDCDGCECVEVNAEGKCMEVTPPGR 83
Cl9.2* MSKL- VILAVLVLLPLVTAEHGRD EQAMQPEKKTMWTLWSLT- - - RRGECDGKKDC | TNDDCTGCLCSDFGSYRKCA- - - - - - - 73

20 40 60 80

(b) | | | |
Rs14.3 M- KLAVVLLVLM- - PLVLCETAGGKGNIHDFLKLPDDVMDDTKRKEVKRVD- NFQDC- VET- - - - - - - - CASLMLG- - - - - - SHEYCTYLCLIDQIPTG 80
Cp20.1* MPKLEMMLLVLLIFPLSYFIAAGGQ------- VVQVDRRGDGLAGYLQRGDRDVQDCQVSTPGSKWGRCCLNRVCGPMCCPASHCYCVYHRGRGHGCSC 92

Figura 23. Conotoxinas que no pudieron ser clasificadas (a) Rs9.4 presenta un alto grado de similitud con Ctr_72_TN*,
una conotoxina de C. tribblei. La secuencia CI9.2 (C. californicus) presenta una conservacién en el péptido sefial y
comparte el arreglo de cisteinas. (b) La conotoxina Rs14.3 no puede ser clasificada dentro de la superfamilia D. La
secuencia Cp20.1 (Conus capitaneaus), miembro de dicha superfamilia, se muestra como comparacion.
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3.7.16.2 Superfamilias 11, B1 y B2 putativas

Se identificd una secuencia que posiblemente pertenecia a la superfamilia 11, una para la superfamilia B1
y una para la superfamilia B2. Las conotoxinas de |1 y B1 presentaban marcos de cisteina ya establecidos,

no obstante, la conotoxina B2 presenta un arreglo de cisteinas no reportado (C-C-CC).

La conotoxina Rs22.1 (Figura 24a) presenté identidad con miembros de la superfamilia 11 (Cl11.1 y RXIA):
el 40% de los aminodcidos del péptido sefal se conservaban entre las secuencias. Ademas, el marco de
cisteinas que presenta (XXII) la secuencia Rs22.1 no ha sido reportado para la superfamilia 11, lo que la

excluye ain mas de este grupo.

La conotoxina Rs14.4 (Figura 24b) no presentd identidad con las secuencias de la superfamilia B1, también
conocidas como conantoncinas. Este grupo se ha caracterizado por no presentar cisteinas, el cual no era

el caso de la secuencia Rs14.4.

Finalmente, la conotoxina Rs055 (Figura 24c) no presenté un arreglo de cisteinas que hubiera sido
reportado y el péptido sefial no es parecido al que esta reportado para la superfamilia B2 por lo que no

puede ser catalogado para esta superfamilia.

Posiblemente las 3 secuencias identificadas pertenezcan a otras superfamilias de genes que aun no han
sido descritas. Como es el caso de las secuencias de las conotoxinas de C. regularis que presentaron
similitud con las conotoxinas de C. tribblei que hasta la fecha no habian podido agruparse con otros

conopéptidos.



€Y)
Rs22.1
Cli1.1*
RXIA*

Rs22.1
Cl11.1*
RXIA*

(b)
Rs14.4

Conantokin-Br*

Rsl4.4
Conantokin-Br*

(c)

Rs055
Mr8.2*

Rs055
Mr8.2*

20 40 60
| | |
MKLKLTFLLVIAACALVVSANKCTQR---------c-ccccomonononn- CTSEYMKCNYECRKLPKAPYACMRNCR
MKLALTFLLILMILPLTTGGKKSDNQALKRLGARKFNENLSELNSACDDAWETCAWSRT------- CCSRNC-
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Figura 24. Conopéptidos sin poder ser clasificados (a) Rs22.1 es un posible miembro de la superfamilia D (b) Rs14.4
es un posible miembro de las conantocinas (c) Rs055 es un posible miembro de la superfamilia B2. Las conotoxinas
Cl11.1* (C. californicus), RXIA* (C. radiatus), Conantokin-Br (Conus sulcatus) y Mr8.2* (C. marmoreus) se muestran
como comparacion.

3.7.16.3 Superfamilia A putativa

Se recuperaron dos secuencias que posiblemente pertenezcan a la superfamilia A. La secuencia Rs056

(Figura 25a) es una conotoxina incompleta cuyo péptido sefal presenta una identidad del 71.42 % con el

péptido sefial de otro miembro de la superfamilia A (Flal.8) pero que sobre todo se conserva con dos

secuencias reportadas en UNIPROT que no han sido clasificadas correctamente. Estas secuencias son

practicamente idénticas a Flal.8 con sélo 1 a 3 cambios de aminoacidos.

Por otro lado, la secuencia Rs22.2 presento una alta identidad con una secuencia de C. betulinus, tanto en

el péptido sefial (75 %) como en el arreglo de sus cisteinas. Ademas, el péptido sefial presentd similitud

con otras secuencias que sélo han sido reportadas en el UNIPROT.
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Rs056 MNMPKMLSVVLLVALATTVVSAVPKD- - - - - ALVRMAEGDRADAEFDPQGGVIS- ---- - - 49

AOAO061QHNS_lividus* MGMRMMLTVFLLVVLATTVVSDHASDGRNTAAKVKYSNTQEECCPNPPCFAVNSNLCGARR 61

Fla1.8* MGMBMMLTVFLLVVIATTVVSDHASDGRNTAAKVKYSKTQEECCPNPPCFAVNSALCGARR 61
AOA061QFM7_sanguinolentus* MGMBMMLTVFLLVVLATTVVSDHASDGRNTAAKVKYSKTIPEECCPNPPCFATNSDICGGRR 61

(b) ZIO 4|0 GIO
Rs22.2 - - MDMKMTFSRFVLVVLITTIVGSS- - - VHGLLRK- --NLGTHEVWFDF 57
AOA1P7ZCS9_betulinus* MTMDMKMMFSGFVLIVCVTTVVGWP- - - VLSTIEVRDNL | HCRL PE[FR RVCWETGI EVDCYAS 62
Ctr_25_TN* MPMSMWMT I SVFVVAVMATTVIGSTPSHVQERGRRSEANKCCAMRVYTCLKD- - - - = - = - = - - NN 54
AOAOK8TUD2_lenavati* MPMSMWMT I SVFVVAVMATTV IGSTPSHVQERGRRSEANKCCAMRVYTCLKD- - - = = - = - = - - NN 54
Ctr_136_N* MPMSMWMT I SVFVVAVMATTVIGSTPSHVQERGRRSEANKCCAMRVYTCFKD- - - - = - = - = - - NN 54
80 100 120

| | |
Rs22.2 CTKAGASAYGQETIRMBC----TVFKFCYYRC|QVLGESP-KPED TASTVT RLEBLETg 116
AOA1P7ZCS9_betulinus* CTYDVATEHGPKTEEFDC- - - - I ELGKS- - - - EH EGTARTVTGKVT 118
Ctr_25_TN* CI1 EAQAQCDGPCAVPDDCLDCCTQYMHCAMNCIKYYEI PARPEDR- - GDPLRDCHNQCKN- - SC 114

AOAOK8TUD2_lenavati* C1 EAQAQCDGPCAVPDDCLDCCTQYMHCAMNCIKYYEI PAQPEDR- - GDPLRDCHNQCKN- - SC 114
Ctr_136_N* CI1 EAQAQCDGPCAVPDDCLDCCTQYMHCAMNCIKYYEI PARPEDR- - GDPLRDCHNQCKN- - SC 114

Figura 25. Superfamilia A putativa. (a) conotoxina incompleta que posiblemente sea miembro de la superfamilia A
(b) La secuencia Rs22.2 presentd una similitud muy grande con la conotoxina AOA1P7ZCS9_betulinus* (C. betulinus).
Las secuencias AOAO61QHNS5_lividus* (Conus lividus), Flal.8* (C. flavidus), AOAO61QFM7_sanguinolentus* (Conus
sanguinolentus), AOAOK8TUD?2_lenavati* (C. lenavati) Ctr_25 TN* y Ctr_136_N* (C. tribblei) se muestran como
comparacion. En color verde se muestran los aminodcidos que no se conservan dentro de ciertas secuencias.

3.7.17 Contenido total del veneno de C. regularis

Se identificaron un total de 18 superfamilias de genes de conotoxinas en base a la conservacién del péptido
sefial para C. regularis. Ademas, se identificaron 7 grupos de secuencias que no pudieron ser clasificados
dentro de los grupos ya establecidos pero que presentaban caracteristicas tipicas de conotoxinas. El
numero de secuencias recuperadas varid para cada superfamilia (Figura 26), siendo las que tuvieron un
mayor nimero de secuencias las superfamilias M, O1 y las superfamilias divergentes. Cabe aclarar que
esto no es representativo de los niveles de expresion que existen de cada superfamilia dentro del veneno.
Por otro lado, vale la pena hacer mencidén que se encontraron secuencias de familias que tienen pocos

miembros o que sdélo estan representadas en unas cuantas especies, como lo seria la superfamilia N.

En la Tabla 10 se muestra un resumen de las caracteristicas de las conotoxinas que se encontraron para
cada superfamilia, asi como las actividades asociadas a cada una de ellas. Varias secuencias permitieron
confirmar marcos de cisteinas que no han sido nombrados y ademds se observaron subgrupos o nuevos
grupos con secuencias que solo han sido reportadas en el UNIPROT pero que no han sido nombradas

correctamente.
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s (1) T(2)

P (3)

N (1)
Divergent_M-—-L-LTVA (4)

B1(1)
M (6)

L) Putativas b(2) A(2)

B2 (1)
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Con-ikot-ikot (3)

11(4)
01(5)

Contulakin (1)

Figura 26. Distribucién del nimero de conotoxinas encontradas para cada una de las superfamilias de genes
recuperadas.

Tabla 10. Diversidad funcional encontrada en el transcriptoma de la glandula venenosa de C. regularis. Se muestra
cada una de las superfamilias identificadas con el marco de cisteinas que presentaron, asi como su total de
secuencias. Se presenta un resumen de las actividades asociadas para cada grupo.

Superfamilia Marcos de Secuencias Actividades Referencia Anotaciones
cisteinas identificadas asociadas
o1 VI/VII 5 Agonistas de Nay, (Azam y Presentaun
bloqueadores de Ky, Mcintosh, posible
Sin cisteinas Nayy Cay. 2009; subgrupo
Callaghan et
al., 2008;
Sharpeetal,,
2001)
02 VI/VII 3 Moduladores de (Fainzilber et Conotoxina
marcapasos al., 1991) identificada a
XV neuronales nivel de
proteina
C/Contulacina Cc-C 1 Receptores de (Craig et al., -
neurotensinas; 1999;
inhibidores Jimenez et
musculares de al., 2007)
nAChRs
D XX 2 Inhibidores de (Loughnan -

nAChRs et al., 2006)
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Con-ikot-ikot

B2

VIVl

Sin cisteinas

VIVl

Sin cisteinas

ViVl

XXI

C-CC-C-C-C-C-C-C-
CC-C-C-C

CC-C-C-C-CC-C-C-C-
C
XV

1l
VIVl
XXVII

Vil

Sin cisteinas

C-C-Cc-C-C-Cc-c-C

Vil

XV

Sin cisteinas

ND

ND

Agonistas de Na,

Moduladores de los
receptores AMPA

Inhibe receptores
de nAChRs

Sintomas
excitatorios en
ratones (IC).
Agonistas de Nay

ND

ND

Hiperactividad y
espasticidad en
ratones (IC)

Inhibidor de
receptores 5-HT3y
nAChR

Inhibidor de Na, y
de canales

presinapticos de Ca*

(o modulador de
GPCR), antagonista
de sst3 GPCR

(Fiedler et
al., 2008)

(Walker et
al., 2010)

(Peng et al.,
2006)

(Mcdougal
et al., 2008)

(Miles et al.,
2002)

(England et
al., 1998;
Teichert et
al., 2005)

(Liu et al.,
2007; Petrel
et al.,, 2013;
Rigny et al.,,
1999)
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Confirma
conotoxinas sin
cisteinas para
03

Presentd dos
posibles
secuencias mas

Confirma marco
VI/VIl para 11

Posible
subgrupo

Nuevos marcos
de cisteina para
la superfamilia

Posible
subgrupo

Nuevos marcos
de cisteina para
M.

Alta
conservacion de
aminoacidos

Nuevo marco
de cisteinas

Posible nuevo
grupo

Confirma
conotoxinas sin
cisteinas para T.
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Divergente VI/VII ND - 3 posibles
MSTLGMTLL- nuevas
XIX superfamilias
de genes.
XX
Nuevo miembro
c-C de V.
Divergente VI/VII Posible nueva
superfamilia.
M---L-LTVA C-C-C-CCc-Cc-C
Confirma nuevo
C-C-C-C-C-C-C-C-C- marco de
c-C-C cisteinas.
Posible H NA NA NA Incompletas
Posible 01 VI/VII NA NA Posible
subgrupo
Posible D IX NA NA Posible MSKL
divergente
Posible 11 XXII NA - Marco no
reportado para
11
Posible B1 XV NA - Marco no
reportado para
Bl
Posible B2 C-C-CC NA - Arreglo de
cisteinas no
reportado
Posibles A Sin cisteinas Inhibidor de (Azam y 1lincompleta
nAChRs, agonista de  Mcintosh,
XX receptores GABAg, 2009; Posible nuevo
inhibidores de al- Callaghan et 8rupo
adrenorreceptores al., 2008;
Sharpeetal,,
2001)

NA, no aplica; ND, no determinado; IC, inyeccién intracaneal; Ca,, canales de calcio dependientes de voltaje; K,,
canales de potasio dependientes de voltaje; Na,, canales de sodio dependientes de voltaje; AMPA, acido a -amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico; GABA, dcido y-aminobutirico; GPCR, receptor acoplado a proteina G; nAChR,
receptor nicotinico de acetilcolina; sst, somatostatina.
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Capitulo 4. Discusion

Los resultados de este trabajo pertenecen a cuatro especies de cdnidos (C. californicus, C. mahogani, C.
regularis, y C. ximenes) que habitan dos areas muy distintivas de la peninsula de Baja California (México).
Con la excepcion de C. californicus, del que existen reportadas dos bibliotecas de cDNA y algunas
conotoxinas a nivel de proteina, el veneno de las restantes especies ha sido poco o nada explorado. Es la
primera vez que se secuencia el transcriptoma de estas especies por lo que la informacion obtenida aqui
no Unicamente servird como referencia en estudios posteriores dentro del laboratorio de Inmunologia
Molecular y Biotoxinas de CICESE; sino que sera valiosa para analisis comparativos del veneno y de la
toxinologia de la familia Conidae en general, ya que la mayoria de los estudios se han visto sesgados hacia

especies que habitan el area del IndoPacifico (Elliger et al., 2011; Kaas et al., 2010; Neves et al., 2013).

Con respecto a la ausencia del 28S ribosomal en la verificacion de la calidad del ARN, es un fendmeno que
se ha presentado en extracciones de ARN de otras especies. Fue reportado por primera vez en insectos y
se le denomind como el “hidden break” (rotura oculta) por Ishikawa y colaboradores en 1972 (Winnebeck
etal., 2010). En determinadas especies, como son algunos mamiferos y protostomados, el 28S se compone
de dos subunidades (a y B) que estan unidas la una con la otra a través de puentes de hidrégeno ocultos.
Cuando la muestra es calentada, como es en el caso de una extraccion de ARN, ocurre una
desnaturalizacién de las dos subunidades que ocasiona que dichos puentes de hidrégenos se rompan,
liberando los dos fragmentos (similares en tamafio) que migran hacia la posiciéon del 18S. No obstante,
resulta curioso que la presencia de este fendmeno en los conidos, fue reportado sélo hasta hace poco en

extracciones de ARN de C. episcopatus (Lavergne et al., 2015).

Es necesario tener en cuenta que cuando se ensambla por primera vez el transcriptoma de una especie
sin un genoma de referencia (ensamble de novo) presenta la limitante de no contar con un punto de
comparacion. El objetivo principal en el ensamble de un transcriptoma de novo es reconstruir un set de
secuencias cortas y contiguas (contigs) que reflejen de manera precisa una porcién grande de los ARNs
realmente transcritos en las células del organismo en estudio. Esto no resulta sencillo porque la cantidad
de informacion retenida de los transcritos del gen original es limitada por las lecturas cortas que produce
el secuenciador. El proceso de ensamblado debe colocar las lecturas del mismo transcrito de manera
contigua a pesar de las variantes que puedan ser introducidas por polimorfismo y errores de secuenciacion

(http://rnaseq.uoregon.edu/#analysis). Trinity (Grabherr et al., 2011) es un ensamblador que construye y

analiza sets de graficas de Bruijn para reconstruir los transcritos. Ensambla el transcriptoma en tres pasos

gue corresponden a los mddulos llamados "Inchworm", "Chrysalis", y "Butterfly", por su analogia con el
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desarrollo de una mariposa. El primer mdédulo descompone cada lectura en subcadenas cortas de longitud
k (k-meros) que se sobreponen el uno con el otro, permitiéndole construir contigs iniciales. El modulo
“Chrysalis” agrupa los contigs y construye graficas de Bruijn para cada uno de los grupos, en el que las
superposiciones son nodos y los k-meros son bordes de conexion. Finalmente, “Butterfly” simplifica las
graficas cuando le es posible y las reconcilia con las lecturas originales para emitir contigs individuales
representativos de una variante Unica, asi como de transcritos paralogos. En este caso, debido a que las
conotoxinas son de tamafio pequeiio se decidid utilizar un contig de 100 para poder aumentar la

sensibilidad, sin embargo, incrementa el nimero de transcritos que no tienen traduccion ni anotacién.

La variacion de una familia de secuencias puede ser descrita de manera estadistica (Krogh, 1998). Los
primeros trabajos enfocados en la elucidacion de conopéptidos en un transcriptoma utilizaron BLAST como
alineador (Hu et al., 2012; Lluisma et al., 2012); no obstante, como pudimos ver en este trabajo, la
identificacion de nuevas conotoxinas utilizando el alineador BLAST no es adecuado por dos motivos: en
primer lugar las conotoxinas que conforman el veneno de un cénido son muy distintas entre ellas por lo
gue este tipo de alineador excluye las secuencias que estan débilmente relacionadas y que por lo tanto no
aprueban la significancia estadistica suficiente para ser agrupadas; en segundo lugar Unicamente un
porcentaje muy bajo de conotoxinas de estas especies ha sido identificado y por lo tanto son pocas las que
estan reportadas en una base de datos. Las nuevas propuestas son utilizar pHMM (Peng et al., 2016;
Robinson et al., 2014) ya que estos modelos tienen la capacidad de “aprender”. Los datos de
entrenamiento que se les entrega, en este caso los reportados en ConoServer, permiten entender
determinados parametros que muchas veces estan ocultos. Por lo tanto, si la secuencia problema presenta
similitudes “débiles” con varios miembros de una familia a la que se le ha construido un pHMM, es

probable que pertenezca a dicha familia.

Aunque ConoSorter trabaja con pHMM la cantidad y la calidad de secuencias que entregaba no pudieron
ser clasificadas, ni agrupadas en nuevos conjuntos. Las secuencias eran muy largas y resultaba dificil
analizarlas. Es probable que esto sea debido a que el e-value establecido por el programa, es muy alto (10)
lo que hace que el nimero de falsos positivos sea muy grande. Por lo tanto, se decidieron construir pHMM
propios en los que estuviéramos seguros de cudles secuencias se estaban utilizando. No obstante, aunque
la identificacion de conotoxinas utilizando los pHMM fue mejor que utilizando BLAST no rindié el nimero
de secuencias deseadas (alrededor de los cientos). Se sugiere que en futuros trabajos el ARN del ducto
venenoso sea extraido en el momento en que son capturados, para de esta manera asegurarse que las
toxinas que estan siendo expresadas sean lo mas cercanas posibles a lo que se encuentra en la naturaleza.

También se sugiere continuar alimentando los pHMM con las nuevas conotoxinas que estan siendo
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reportadas, se debe de construir una base de datos propia en la que se tenga un control de las conotoxinas

descritas para el laboratorio, asi como las que dia con dia se reportan en UNIPROT, NCBI y Conoserver.

El veneno del caracol marino C. regularis ha sido poco estudiado, y hasta la fecha sélo la conotoxina
RsXXIVA se hainformado en la literatura (Bernaldez et al., 2013). En este trabajo se identificaron 57 nuevas
secuencias, ya que RsXXIVA no fue recuperada. El nUmero de secuencias descritas para C. regularis es baja
comparada con otros trabajos de transcriptdmica que existen como lo son el caso de C. gloriamaris y C.
victoriae, donde se encontraron alrededor de 100 secuencias diferentes por especie (Robinson et al., 2014;
2017). Por otro lado, aunque con una técnica diferente, en el andlisis del transcriptoma de la glandula
venenosa de C. geographus se identificaron Unicamente 63 secuencias (Hu et al., 2012), un nimero bajo
sobre todo si se toma en cuenta que es la especie mas estudiada de los conidos. Debe de tomarse en
cuenta que el numero de conotoxinas esperado para cada cénido es una estimacion y por lo tanto debe

de darse lugar a que exista variacién en el nimero de péptidos de una especie a otra.

Para C. regularis se identificaron un total de 18 superfamilias de genes de conotoxinas, que junto con los
7 grupos que no pudieron ser clasificados dentro de superfamilias establecidas dan un total de 25 grupos
distintos. Esto puede ser comparado con las 31 superfamilias identificadas en el transcriptoma de C.

gloriamaris o las 20 superfamilias del transcriptoma de C. victoriae (Robinson et al., 2014; 2017).

Cabe sefialar que varias de las conotoxinas recuperadas para C. regularis resultaron ser atipicas porque los
marcos de cisteinas que presentaban no han sido nombrados de acuerdo a la nomenclatura establecida.
No obstante, la mayoria pudieron ser validados por que fueron reportados en otros trabajos,
principalmente por Phuong y colaboradores (2016). Esto no es de sorprenderse ya que el porcentaje de
conotoxinas descubiertas hasta la fecha estda muy por debajo del total estimado de secuencias. Por lo
tanto, en este trabajo se confirmaron marcos de cisteina que habian sido descritos anteriormente, por lo

gue ahora lo que procede es que sean nombrados de acuerdo a la nomenclatura establecida.

Un gran problema a la hora de clasificar las secuencias es el hecho de que varios conopéptidos han sido
reportados en el UNIPROT pero no llegan a ser curados en la base de datos de ConoServer. Como no tienen
un nombre correctamente asignado, muchas secuencias se quedan perdidas y no pueden ser afiadidas en
la construccion de los pHMM. Ademas, en Conoserver muchas veces se sefiala que existe un nimero
mayor de secuencias al que realmente esta descrito en la pagina. Tal es el caso de la superfamilia B2, en

donde se reportan que existen 21 secuencias pero sélo se tiene acceso a dos de ellas.
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Los pHMM construidos para esta tesis pueden ser mejorados si son enriquecidos con las conotoxinas
identificadas para C. regularis y después pueden ser utilizados con otras especies. También se propone
construir una base de datos propia del laboratorio donde se descarguen todas las secuencias de cénidos
gue estén reportadas en UNIPROT y en el NCBI, clasificarlas con el pHMM vy ser utilizadas para recuperar

un mayor nimero de secuencias.

Por ultimo, varias secuencias de C. regularis pudieron ser validadas gracias a que presentaban una alta
similitud con secuencias de C. tribblei y con secuencias de C. betulinus que no han sido propiamente
nombradas y que sélo estan reportadas en el UNIPROT, pero no en ConoServer. Tanto C. regularis como
C. betulinus son especies vermivoras (Peng et al., 2016), no obstante, nos queda por establecer qué otros

puntos tienen en comun y por qué presentan conotoxinas tan similares.
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Capitulo 5. Conclusiones

e Se confirma que el 28S ribosomal de los conidos esta conformado por dos subunidades. Se sugiere
gue en futuros trabajos el ARN sea extraida de manera inmediata a la captura de los organismos.

e Aunque el programa Conosorter trabaja con pHMMs, el nivel de e-value que maneja es muy alto
y por lo tanto se obtienen falsos positivos que complican la identificacién de las conotoxinas
reales.

e Los pHMMs construidos para este trabajo permitieron identificar las conotoxinas de C. regularis,
no obstante, en un futuro deben de ser alimentados con aquellas secuencias que no estan
reportadas en ConoServer.

e Este trabajo representa la primera aproximacion para conocer la totalidad de los péptidos que
componen el veneno de cuatro especies de cénidos pobremente estudiados Las 100 a 200
secuencias de genes de conotoxinas que se espera encontrar en un veneno de cénido es tan sélo
un numero estimado y por lo tanto cabe la posibilidad de que los 57 conopéptidos encontrados
en este trabajo para C. regularis no estén alejados del total.

e Seeidentificaron 18 superfamilias de genes de conotoxinas para C. regularis, asi como conotoxinas
gue no pudieron ser clasificadas dentro de superfamilias establecidas. Se identificaron grupos de
secuencias que problablemente sean nuevas superfamilias de genes.

e Varias de las conotoxinas de C. regularis pudieron ser validades porque existian en el UNIPROT
conotoxinas con las que compartian un alto porcentaje de identidad y que no habian podido ser
nombradas bajo la nomenclatura de cénidos. La mayoria de estas conotoxinas pertenecen a C.
tribbleiy C. betulinus.

e Se confirmaron nuevos marcos de cisteina que aun no han sido nombrados de acuerdo a la
nomenclatura de cénidos pero que si han sido reportados en otros trabajos. Ademads, se
identificaron nuevos marcos de cisteinas.

e Los conopéptidos reportados en esta tesis tienen el potencial de ser desarrollados como posibles

candidatos a farmacos.
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Parte Il. Las proteinas disulfuro isomerasas y su papel esencial en el
plegamiento adecuado de las conotoxinas.

Capitulo 1. Introduccidn

El veneno de los cénidos se conforma principalmente por pequenos péptidos denominados conotoxinas o
conopéptidos, que en su mayoria contienen una gran cantidad de residuos de cisteinas y por lo tanto de
una elevada tasa de enlaces disulfuros (Norton y Olivera, 2006). La expresion y el plegamiento de las
toxinas tiene lugar en el ducto venenoso, hasta la fecha no existe reportado ningln otro tipo de tejido que
produzca una diversidad y densidad tan alta de péptidos ricos en residuos de cisteinas (Safavi-Hemami et

al., 2016).

La formacion correcta de los enlaces disulfuro es una MPT esencial para la estabilidad estructural e
integridad funcional de las proteinas secretadas, donde las conotoxinas no son la excepcion (Safavi-
Hemami et al., 2016). A pesar de que las conotoxinas han sido ampliamente estudiadas debido al valor
farmacolégico que tienen como pequefias moléculas, es poco lo que se conoce de la maquinaria requerida
para lograr su correcto plegamiento. Se ha propuesto que las proteinas disulfuro isomerasas (PDI) juegan
un papel sumamente importante a la hora de adquirir su conformacién tridimensional activa (Bulaj et al.,

2003).

En este trabajo se utilizaron lecturas de RNA-seq para ensamblar de novo los transcriptomas de los ductos
venenosos de 4 especies de caracoles marinos de la Familia Conidae. Utilizando el motivo conservado
APWCGHCK del dominio activo, se identificaron las posibles enzimas PDI expresadas en cada una de las
glandulas. Se encontré una familia de PDI en cada ensamble, lo que indica que cada una de las cuatro
especies contiene su propio grupo de proteinas involucradas en el plegamiento oxidativo de sus
conotoxinas. Ademas, la co-localizaciéon de las conotoxinas con las enzimas de PDI confirma una

dependencia entre ellas para formar los enlaces disulfuro y adquirir su conformacién activa.
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1.1 Antecedentes

1.1.1 PDI tipica

La PDI de humanos, conocida como PDI “tipica”, es uno de los miembros de la familia de PDIs que mas ha
sido estudiado y por lo tanto se utiliza como punto de comparacién en el estudio de estas enzimas. Esta
proteina de 55 kDa presenta una funcidn dual: a través de su actividad oxidasa cataliza la formacién de
enlaces disulfuro en polipéptidos, mientras que a través de su actividad isomerasa facilita el ordenamiento
de los enlaces disulfuros que estén incorrectos (Wilkinson y Gilbert, 2004). En la Figura 27 se puede

Ill

observar el arreglo de los cinco dominios vinculados que presenta una PDI “tipica”: a, b, b', a' y c (Darby et
al., 1999). Los dominios “a” se caracterizan porque son enzimaticamente activos y se componen de
alrededor de 100 residuos de aminoacidos que exhiben una similitud muy alta con la proteina procariota
de tiorredoxina. Ademas los dominios “a” comparten varias caracteristicas estructurales y funcionales,
incluyendo la presencia del motivo activo “CXXC”, crucial para la actividad redox (Kemmink et al., 1997,
Ramos et al., 2005); dicho motivo se ha demostrado que puede presentarse como una secuencia larga de
8 residuos (APWCGHCK) no obstante pocas veces ha sido utilizado (Knodler et al., 1999; Tachikawa et al.,
1995). Por otro lado, los dominios “b” son enzimaticamente inactivos y a pesar de que son capaces de
adoptar un patrén de plegamiento similar al de la tiorredoxina, su secuencia de aminoacidos no guarda
algun parecido (Wilkinson y Gilbert, 2004). Ambos dominios (a y b) contribuyen a la unién de la enzima
con su sustrato, sin embargo es el dominio b’ el que provee el sitio de unidn principal (Klappa et al., 1998).
Por otro lado el dominio “c”, localizado cerca del carboxilo terminal, es rico en residuos acidos y tiene una
alta capacidad de unién al Ca** (Lucero y Kaminer, 1999). Las PDIs son proteinas residentes del RE por lo

gue contienen un péptido sefal en su amino terminal y una secuencia candnica en su carboxilo terminal

(KDEL) que funciona como sefial de retencidn a dicho organelo (Denecke et al., 1992).

APWCGHCK APWCGHCK

Figura 27. Organizacion de los dominios (a, b, b’, a’ y c) en una PDI tipica (Modificado de Darby et al., 1999).
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1.1.2 PDI de cénidos

La via de sintesis de las conotoxinas ha sido un proceso del que se ha podido descifrar poco. Se sabe que
todos los conopéptidos tienen una secuencia sefial en el N-terminal sumamente conservada que dirige a
la proteina a la membrana del RE de células del ducto venenoso. Esta via de secrecién transfiere a la
conotoxina del citosol, un compartimiento bajo en Ca®*y con un ambiente reductor, a la matriz del RE, que
es rico en Ca*"y con ambiente oxidante (Bulaj et al., 2003). De esta manera, en este organelo comienza la
formacion de enlaces disulfuros y probablemente también se originan otras MPT; aunque se piensa que
la mayoria de estas ocurren en el aparato de Golgi. Sin embargo, los subsecuentes aspectos celulares y
moleculares del proceso proteolitico del precursor asi como como el empaquetamiento de las conotoxinas

en sus vesiculas secretorias son aspectos que se desconocen (Bulaj y Olivera, 2008).

Las conotoxinas pueden clasificarse de distintas maneras: dependiendo de su secuencia sefial, del blanco
molecular sobre el que estén actuando o de la manera en que estén dispuestos sus residuos de cisteinas.
El arreglo de cisteinas es sumamente conservado entre grupos de conotoxinas, lo que les permite adquirir
una configuracion de sus enlaces disulfuros muy particular (“Marco de cisteinas”). Esto es sumamente
determinante en la estructura terciaria del polipéptido porque, aunque existe una hipermutacién en los
aminoacidos que se encuentran entre los residuos de cisteinas, el marco de cisteinas permanece

conservado y por lo tanto se genera un andamiaje caracteristico (Bulaj et al., 2003).

Ademads de las conotoxinas, las PDI son uno de los grupos de proteinas mas abundantes que han sido
identificados en el ducto venenoso de los conidos. Mediante la construccion de bibliotecas de cDNA; Bulaj
y colaboradores (2013) identificaron la presencia de multiples isoformas de PDI en extractos de ductos
venenosos de diferentes cénidos. Posteriormente, Safavi-Hemami et al. (2011) identificaron (a nivel de
proteina) un gran numero de isoformas de PDI en las glandulas venenosas de los caracoles Conus
novaehollandiae y C. victoriae. Ademas demostraron que las PDI juegan un papel muy importante tanto
en la sintesis como la configuracion de los residuos de cisteinas de las conotoxinas (Safavi-Hemami et al.,
2012), un proceso que es altamente regulado y que requiere de la ayuda de una maquinaria de chaperonas
sumamente eficiente. Por lo tanto, conocer cémo se lleva a cabo la modulacién de la conformacién de las

conotoxinas nos permitira entender la diversidad funcional y molecular de estas moléculas.

Finalmente, cabe mencionar que a la par en que los resultados de este capitulo de tesis de doctorado
fueron publicados (Figueroa-Montiel et al., 2016) (en el mismo mes y afio), Safavi-Hemamiy colaboradores

(2016) identificaron diversas secuencias de PDI de cénidos en los transcriptomas ensamblados de 17
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especies de caracoles marinos diferentes. Ademas, identificaron una familia de PDI especifica de cénidos,
la cual seria la familia de oxidoreductasa mas grande descrita para un solo género. Estas enzimas fueron
denominadas como PDI especificas de cénidos (csPDI, por sus siglas en inglés) y, en promedio, encontraron

2.6 secuencias por especie.

1.2 Justificacion

Gracias al valor farmacoldgico que poseen, el estudio del veneno de los cdnidos se ha centrado en la
caracterizacion de sus toxinas. No obstante, se ha dejado de lado al resto de los componentes que se
encuentran en la glandula venenosa. Al igual que otros polipéptidos eucariotas con un patrén especifico
de enlaces disulfuro, las conotoxinas requieren de una maquinaria de chaperonas compleja que les
permita adquirir su conformacién tridimensional necesaria para desempefiar su funcién. Se sabe que las
PDI son indispensables en el plegamiento y maduracién estructural de las conotoxinas, no obstante, es
poco lo que se conoce sobre ellas. Conocer las PDIs que conforman el veneno de cada uno de los cénidos
es un factor indispensable para, en un futuro, entender cdmo pueden ser sintetizadas y aprovechadas

dentro de la industria farmacolégica.

1.3 Hipotesis

Los trascriptomas del ducto venenoso de cénidos codifican para polipéptidos con homologia a enzimas de

la familia PDI.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Identificar los genes codificantes para polipéptidos involucrados en la sintesis del veneno, en particular de
las enzimas encargadas del correcto plegamiento de las conotoxinas, mediante la busqueda en el

transcriptoma ensamblado de novo de cuatro especies de conidos de la peninsula de Baja California

1.4.2 Objetivos especificos

e Caracterizar las familias de PDI que conforman el veneno de cuatro especies de la Familia

Conidae, mediante un andlisis comparativo de los tres primeros niveles de estructuracion.
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Capitulo 2. Metodologia

La metodologia correspondiente a la colecta de especimenes, extracciéon de ARN y secuenciacion del

transcriptoma de la glandula venenosa corresponden a las secciones 2.1y 2.2 de la Parte | de esta tesis.

2.1 Ensamble del transcriptoma

Se realizé un ensamble de novo que permitié agrupar las lecturas cortas en contigs. Se utilizé el protocolo
estandar (Grabherr et al., 2011) ejecutando el parametro especifico de cadena y normalizando las lecturas
y, a diferencia de otras busquedas (p.ej. de toxinas), se utilizé el tamafio minimo de contig estandar (200).
El ensamble del transcriptoma se llevd a cabo utilizando los siguientes parametros: Trinity --seqType fq --
max_memory 60G --min_contig_lenght 200 --normalize_max_read_cov 30 --left R1.fastq --right R2.fastq -
-SS _lib_type RF --CPU 27 --no_bowtie (Grabherr et al., 2011). Para medir la calidad del ensamble, se realizé
una estadistica del niumero de genes e isoformas, asi como de su contigliidad, corriendo el script

TrinityStats.pl.

2.2 Analisis Bioinformatico

La identificacién de las secuencias de PDI presentes en el transcriptoma de cada una de las especies se
llevé a cabo mediante un analisis in silico que consistié de varios pasos. En primer lugar, el script de
Transdecoder (incluido en la paqueteria de Trinity) permitié identificar todos los ORFs que cumplian con
la minima longitud de aminoacidos requerida para codificar una secuencia de proteina. Posteriormente,
el motivo estructural “APWCGHCK” fue utilizado como sonda para identificar aquellas secuencias
codificantes de proteinas similares a PDls. Estas secuencias fueron nombradas utilizando las iniciales del
organismo en cuestion seguidas de un nimero consecutivo (por ejemplo, para la primera secuencia de C.

californicus se designdé Cc01).

Cada una de las secuencias fueron analizadas de manera individual, la primera aproximacién fue utilizar el

alineador BLAST contra la base de datos no redundante del NCBI (https://www.nchi.nlm.nih.gov)/) que

permitié determinar cual era la identidad de estas secuencias. Este primer ejercicio reveld que todas las
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secuencias obtenidas eran significativamente similares a PDIs reportadas (incluidas PDIs de Conus) ya que
en promedio presentaban una similitud del 65.4 % (oscilando desde un 44 a un 98 %). Los dominios de
tiorredoxina funcionales fueron predichos mediante homologia utilizando la herramienta de busqueda
Conserved Domain Database (CDD) que pertenece al servidor del NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). El arreglo de dichos dominios se obtuvo

utilizando los servidores SMART (http://smart.embl-heidelberg.de) y Pfam (http://pfam.xfam.org). El

alineamiento multiple de las secuencias se obtuvo utilizando el programa Clustal Omega que se encuentra

en el servidor EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo) para posteriormente ser editadas en

la paqueteria Genious v. 4.8.5 (Kearse et al., 2012). La identificacion del sitio de hidrélisis del péptido sefal

fue realizada con ayuda del servidor SignalP 4.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) y el peso

molecular fue calculado utilizando la plataforma EMBOSS Pepstats

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/segstats/emboss pepstats).

2.3 Prediccion de la estructura 3D de las PDI de conidos

Las PDI presentan un arreglo tridimensional (3D) tipico en el que sus 4 dominios (a, b, a’ y b’) son capaces
de adquirir una conformacién similar al de la tiorredoxina. Se decidid buscar, en cada una de las familias
de PDI encontradas, una secuencia que presentara un arreglo tridimensional al esperado en una PDlI tipica.
En primer lugar, se realizé un alineamiento de las PDI encontradas utilizando como templado a PDI 4EKZ
(PDI de humano completamente caracterizada). Las secuencias con mayor similitud al templado (Cc03_i1,
CmO05, Cr09 y Cx11) fueron las seleccionadas para predecir su estructura tridimensional. Una vez
seleccionada la secuencia representativa de cada especie se realizd un BLAST de cada una de ellas y, en
base al porcentaje de similitud, se seleccionaron 6 secuencias (4EKZ, 1IMEK, 3UEM, 4JU5, 2KI8, 1X5C) para
ser utilizados como molde. Estos andamios estructurales fueron obtenidos del Protein Data Bank

(http://www.rcsbh.org/pdb/home/home.do). Finalmente, se realiz6 un modelado por homologia con un

método avanzado utilizando MODELLER v. 9.14 (Eswar et al., 2007).

El refinamiento del modelado de las estructuras moleculares se realizd por dindmica molecular a través
del método “simulated annealing”, utilizando el software NAMD Scalable Molecular Dynamics v.2.10 del
grupo de Biofisica Tedrica y Computacional de la Universidad de lllinois (Urbana-Champaign). Los
parametros utilizados fueron 16 ns, presion estandar y una temperatura constante de 300 °K. Este trabajo

fue realizado en MIZTLI, la supercomputadora de la UNAM. De cada una de las secuencias seleccionadas



61
se agruparon las diferentes conformaciones de las estructuras dependiendo de la estabilidad energética y
los cambios estructurales que suscitaron durante la simulacidon. Esto tuvo la finalidad de escoger la mejor
estructura conformacional que tuviera el mayor tiempo de existencia. Posteriormente, para cada una de
las estructuras seleccionadas, se realizd un analisis por graficas de Ramachadran utilizando el servidor
interactivo de PROCHECK de la Universidad de California, Los Angeles (Wangy Zhang, 2013). Estos graficos
permitieron conocer la calidad del modelo con respecto a su estructura; ya que comparan los mejores

resultados de cada uno de los modelos con una PDI de humanos descrita mediante refraccion de rayos-X.

2.4 Construccion de arbol filogenético de las PDI de conidos reportadas a la

fecha

Se construyd un arbol filogenético con las secuencias completas encontradas en cada transcriptoma junto
con las reportadas por Safavi-Hemami et al (2016). Se utilizé como raiz una PDI de Crassostrea gigas (Gen
Bank: XM_011447406.2) y una PDI de Haliotis discus (Gen Bank: EF103409.1). El programa utilizado fue
MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0 (Kumar et al.,, 2016). Se realizé un
alineamiento de las secuencias utilizando MUSCLE con los pardmetros predeterminados. A continuacion,
se construyé un arbol filogenético utilizando el método estadistico Neighbor-joining. La prueba de
filogenia utilizada fue mediante el método Bootstrap con 1000 iteraciones. Una vez obtenido el arbol se

fij6 como raiz a las secuencias mencionadas anteriormente.
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Capitulo 3. Resultados

Los resultados de la extracciéon de ARN y de los andlisis de calidad de las secuencias estan reportados en

las secciones 3.1y 3.2 de la Parte | de esta tesis.

3.1 Ensamble del transcriptoma con el programa de cdmputo Trinity

El resumen de las estadisticas obtenidas con Trinity, utilizando un contig minimo de 200, se encuentra en
la Tabla 11. Los ensambles de los transcriptomas mostraron un valor de N50 que oscila entre 490 y 746
(Tabla 11). Lavergne et al. (2015) utilizaron el mismo ensamblador para el transcriptoma de C. episcopatus
y encontraron un valor similar al nuestro (N50=478). Esto sugiere que la longitud del transcrito promedio,
estimado para un transcriptoma del ducto venenoso de un cénido (utilizando un contig de 200) en Trinity

es de 605.6 + 116.9.

Tabla 11. Resultados de las estadisticas obtenidas de los 4 ensambles realizados con Trinity

C. californicus C. mahogani C. regularis C. ximenes
Transcritos totales 24,074 84,677 61,896 92,433
Contig promedio 459.35 553.36 552.31 587.86
N10 1,477 2,439 2,254 2,411
N50 490 661 653 746

3.2 Analisis estructural de las familias de PDI de los conidos

En la Tabla 12 se puede observar la nomenclatura que le corresponde a cada una de las secuencias de PDI
obtenidas para cada especie; asi como el resultado comparativo de cada alineamiento obtenido después
de un BLAST. Se realizé una distincidn entre las secuencias identificadas si estas se correspondian con una
secuencia completa o parcial. Una vez realizado el alineamiento con el programa BLAST se identificd cual
proteina de la base de datos del NCBI era la que mayor porcentaje de identidad tenia con la pregunta

problema y cudles eran las caracteristicas del alineamiento.



63

Tabla 12. Analisis de las secuencias obtenidas para cada una de las especies estudiadas.

Nomenclatura para el

Hit top en Blast

Especie ORF

Nombre Estado ACCN (Proteina, organismo) ID (E)
Cc01 Parcial XP_011419975 (PDI A5-like, Crassostrea gigas) 54 % (8e-70)
Cc02 Parcial ADZ76591 (PDI, C. eburneus) 90 % (0.0)
Cc03_i1 Completa ADZ76591 (PDI, C. eburneus) 68 % (0.0)

C. californicus
Cc03_i4 Completa ADZ76591 (PDI, C. eburneus) 68 % (0.0)
Cc04 Completa ADZ76591 (PDI, C. eburneus) 65 % (0.0)
Cc05 Completa XP_005100750 (PDI A3-like, Aplysia californica) 63 % (0.0)
Cc06 Parcial ADZ76590 (PDI, C. virgo) 80 % (1e-50)
Cmo01 Parcial EKC22564 (PDI A4, C. gigas) 64 % (6e-60)
CmO02 Completa AEE36485 (PDI 1, Fenneropenaeus chinensis) 51 % (9e-134)
CmO03 Parcial ADZ76591 (PDI, C. eburneus) 68 % (0.0)
Cm04_il | Completa XP_011453191 (PDI A3-like, C. gigas) 65 % (0.0)
CmO04_i2 | Parcial XP_011453191 (PDI A3-like, C. gigas) 62 % (2e-64)

C. mahogani |7 Completa ADZ76593 (PDI, C. betulinus) 86 % (0.0)
CmO06 Parcial XP_002739058 (PDI A5-like, Saccoglossus 51 % (9e-33)

kowalevskii)
CmO07 Completa XP_005108921 (PDI A6-like, A. californica) 71 % (0.0)
CmO08 Parcial XP_002732815 (PDI A4-like, S. kowalevskii) 44 % (3e-14)
CmO09 Parcial ABF48564 (PDI, C. marmoreus) 71 % (7e-42)
Cr01 Parcial GAA48005 (PDI A1, parcial, Clonorchis sinensis) 60 % (4e-85)
Cr02 Completa XP_001602967 (probable PDI A6, Nasonia 64 % (0.0)
vitripennis)

Cr03 Parcial XP_002732815 (PDI A4-like, S. kowalevskii) 50 % (7e-35)

C. regularis
Cro4 Parcial EKC22564 (PDI A4, C. gigas) 71 % (3e-53)
Cr05 Parcial AEE36485 (PDI 1, Fenneropenaeus chinensis) 57 % (9e-41)
Cr06 Parcial XP_011429706 (P5-like, C. gigas) 48 % (5e-80)
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Cr07_i1 Completa ADZ76591 (PDI, C. eburneus) 65 % (0.0)
Cr07_i2 Completa ADZ76590 (PDI, C. virgo) 67 % (0.0)
Cr07_i3 Parcial ADZ76590 (PDI, C. virgo) 66 % (0.0)
Cro8 Completa XP_005100750 (PDI A3-like, A. californica) 64 % (0.0)
Cr09 Completa ADZ76591 (PDI, C. eburneus) 95 % (0.0)
Crl0 Parcial ADZ76593 (PDI, C. betulinus) 98 % (4e-76)
Crll Parcial XP_011679321 (PDI A5, Strongylocentrotus 51 % (7e-30)
purpuratus)
Cx01 Parcial GAA48005 (PDI A1, parcial, C. sinensis) 62 % (2e-111)
Cx02 Completa ADZ76591 (PDI, C. eburneus) 68 % (0.0)
Cx03 Completa XP_011453191 (PDI A3-like, C. gigas) 62 % (0.0)
Cx04 Parcial XP_002739058 (PDI A5-like, S. kowalevskii) 46 % (le-51)
Cx05 Parcial XP_008200981 (P5, Tribolium castaneum) 50 % (4e-82)
C. ximenes Cx06 Parcial GAA48005 (PDI A1, parcial, C. sinensis) 52 % (5e-77)
Cx07 Parcial XP_005108921 (PDI A6-like, A. californica) 73 % (5e-136)
Cx08 Parcial ADZ76591 (PDI, C. eburneus) 75 % (1e-41)
Cx09 Parcial XP_005099456 (PDI A4-like, A. californica) 58 % (0.0)
Cx10 Parcial ABJ89816 (PDI ER-60, parcial, C. sinensis) 58 % (2e-113)
Cx11 Completa ADZ76593 (PDI, C. betulinus) 86 % (0.0)

ACCN, numero de acceso; ID, porcentaje de identidad; E, e-value.

Debido a que las proteinas de PDI comparten caracteristicas estructurales muy similares como son los

dominios similares a la tiorredoxina, resulta Iégico analizar las PDI encontradas en este trabajo mediante

acercamientos comparativos con las PDI ya establecidas. Por lo general, una estructura de PDI se compone

de 1 a 3 dominios activos similares a la tiorredoxina (Ellgaard y Ruddock, 2005). En este estudio se encontré

el arreglo de dominios de una PDI tipica (a-b-b"-a”) lo que indica que en las glandulas venenosas de los

conidos estd ocurriendo una actividad oxidoreductiva involucrada en el plegamiento de las toxinas de

estos animales.
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3.2.1 PDIs de C. ximenes

11 secuencias fueron encontradas en el transcriptoma del ducto venenoso de C. ximenes; 3 de estas
secuencias presentaron un ORF completo (Cx02, Cx03, and Cx11) y el resto presentaron regiones
codificantes parciales (CDS, del inglés coding DNA sequence) (Tabla 13). La busqueda con BLAST reveld que
existe un alto grado de identidad con PDI homdlogas que ya han sido anotadas, incluidas algunas de
conidos. El mayor porcentaje de identidad de todas las secuencias se observa entre Cx11 y una PDI de C.
betulinus (86 %). Las PDI completas exhiben caracteristicas estructurales de una PDlI tipica: peso molecular
de 55 a 60 kDa, un arreglo de dominios a-b-b’-a’, el motivo conservado (CXXC) en el dominio activo “a”, y
un tetrapéptido en el carboxilo terminal similar a la sefial de retencion en el RE (KDEL). El resto de las
secuencias que se encontraron de manera incompleta también mostraron caracteristicas que vale la pena
mencionar. Todas presentaron por lo menos un dominio “a”, con su sitio activo caracteristico, y aquellos

gue presentaron carboxilo terminal (Cx01, Cx04, and Cx08-Cx10) exhibieron el tetrapéptido de senal de

retencion al ER.

Tabla 13. Andlisis estructural de los diferentes miembros de |la familia de PDI de C. ximenes.

Nombre PM (kD) e | e | moe
cx01 ND (*)-b-a CGHC RDEL
Cx02 56.21 a-b-b’-a’ CGHC, CGHC RDEL
Cx03 57.94 a-b-b’-a’ CGHC, CGHC KSEL
Cx04 ND (*)-a CGHC KDEL
Cx05 ND (*)-a-b-b"-a’-(*) CGHC, CGHC ND
Cx06 ND (*)-a-a’~(*) CGHC, CGHC ND
Cx07 ND (*)-a-b-(*) CGHC ND
Cx08 ND (*)-a CGHC KDEL
Cx09 ND (*)-a CGHC RDEL
Cx10 ND (*)-b-a CGHC KVDL
cx11 56.06 a-b-b’-a’ CGHC, CGHC RDEL

ND: no determinado
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3.2.2 PDIs de C. regularis

Se recuperaron 13 secuencias de PDI del transcriptoma ensamblado de C. regularis. Las secuencias que
presentaron ORF completos fueron: Cr02, CrO7_i1, Cr07_i2, Cr08, y Cr09; mientras que el resto
presentaron CDS parciales (Tabla 14). Después de realizar un BLAST, se encontrd que las secuencias
presentaban un alto grado de identidad con PDIs que ya han sido anotadas. Cabe mencionar que se
encontraron tres isoformas de Cr07 con un alto grado de identidad (65—67 %) a PDI de Conus previamente
reportadas (C. eburneus y C. virgo). Ademas, el mayor porcentaje de identidad se observd entre la
secuencia Cr09 y una PDI de C. eburneus (95 %). Los polipéptidos Cr07_i1, Cr07_i2, Cr08, y Cr09
presentaron un arreglo de sus dominios caracteristico al de una PDI “tipica”. Por otro lado, el polipéptido
completo Cr02 presenta caracteristicas a las de P5/ERP5 (Tabla 14): un peso molecular alrededor de los 48
kDa, dos dominios “a” (ambos con el motivo conservado CXXC) y un dominio “b”, organizados como a-a’-
b; asi como una secuencia rica en residuos acidos antes de la secuencia de retencién del RE (KDEL) del
carboxilo terminal. Para el resto de las secuencias incompletas, su andlisis estructural se muestra en la

Tabla 14: todas presentan por lo menos un dominio “a”, con su motivo CXXC, y aquellas que presentan un

C-terminal (Cr06 and Cr10) contienen un tetrapéptido parecido a la sefial de retencién del RE.

Tabla 14. Andlisis estructural de los diferentes miembros de la familia de PDI de C. regularis

Nombre | PM (kDa) | Organizacién de los dominios | Motivo del Sitio Activo | Secuencia de retencion del RE
cro1 ND (*)-b-a-(*) CGHC ND
Cr02 47.47 a-a’-b CGHC, CGHC KDEL
Cro3 ND (*)-a-(*) CGHC ND
Cro4 ND (*)-a-(*) CGHC ND
Cros ND (*)-a-(*) CGHC ND
Cr06 ND (*)-a-a’ CGHC, CGHC HTEL

Cr07_i1 55.35 a-b-b’-a’ CGHC, CKYC KDEL

Cr07_i2 55.50 a-b-b’-a’ CGHC, CGHC KDEL

Cr07._i3 ND a-b-b’-a’-(*) CGHC, CGHC ND
Cr08 57.48 a-b-b’-a’ CGHC, CGHC KTEL
Cr09 56.50 a-b-b’-a’ CGHC, CGHC KDEL
Cr10 ND (*)-a CGHC KDEL
Crl1 ND (*)-a-(*) CGHC ND

ND: no determinado.
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3.2.3 PDIs de C. mahogani

La familia de PDI de C. mahogani se compone de 10 secuencias. Unicamente Cm02, Cm04_i1, CmO05, y
CmO07 presentan ORFs completos (Tabla 15). Todas las secuencias presentaron un alto grado de identidad
con PDIs anotadas en el NCBI, siendo CmO5 la que presentd mayor similitud con una PDI de Conus (85 %
con C. betulinus). Para Cm06 se encontraron dos secuencias idénticas (difiriendo unicamente en el residuo
37), sélo una de las secuencias fue utilizada para el analisis estructural. Ademas, se encontraron dos
isoformas de Cm04 que compartian un alto grado de similitud (hasta del 65 %) con una PDI de C. gigas.
Las secuencias completas Cm04_i1l y CmO05 exhiben caracteristicas estructurales de una PDI “tipica”;
mientras que el polipéptido completo CmO07 presenta caracteristicas similares a las de P5/ERP5 (Tabla 15).
Por otro lado, la secuencia completa Cm02 presenta caracteristicas similares a las de la PDI
TXNDC5/ERP46: un peso molecular alrededor de 46 kDa, 3 dominios “a” (todos con su motivo conservado
CXXC), y un tetrapéptido en el C-terminal parecido a la secuencia de retencién del RE (KDEL). Aunque
existen 6 secuencias con CDS parciales, el andlisis estructural nos muestra ciertas caracteristicas que valen
la pena sefialar: todas tienen por lo menos un dominio “a” y aquellas que tienen un carboxilo terminal

completo (Cm01 y CmO06) presentan la etiqueta de retencion del RE (KDEL).

Tabla 15. Andlisis estructural de los diferentes miembros de la familia de PDI de C. mahogani.

Nombre | PM (kDa) | Organizacion de los dominios | Motivo del Sitio Activo | Secuencia de retencion del RE
CmO01 ND (*)-a CGHC KDEL
CmO02 43.90 a-aa’ CGHC, CGHC, CGHC HTEL
CmO03 ND a-b-b’-a’-(*) CGHC, CGHC ND

Cmo04_il 57.86 a-b-b’-a’ CGHC, CGHC KSEL

Cmo4_i2 ND a-(*) CGHC ND
CmO05 56.03 a-b-b’-a’ CGHC, CGHC RDEL
CmO06 ND (*)-a CGHC KDEL
CmO07 47.86 a-a’-b CGHC, CGHC KDEL
Cmo8 ND a-(*) CGHC ND
Cmo9 ND (*)-a-(*) CGHC ND

ND, no determinado.
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3.2.4 PDIs de C. californicus

Se recuperaron 7 secuencias de PDI en el transcriptoma del ducto venenoso de C. californicus. 4 de las
secuencias presentaron ORF completos (Cc03_i1, Cc03_i4, Cc04 y Cc05), mientras que el resto presentd
CDS parciales (Tabla 16). Al igual que en las otras especies, después de realizar un analisis con BLAST, se
determind que todas las secuencias presentaban un alto grado de identidad con PDI homalogas (incluidas
algunas de Conus). Debido a que se encontraron 4 variantes de Cc03 (tres alelos Cc03 i1, _i2, y _i3,
difiriendo en los residuos 288 y 387; y una isoforma Cc03_i4), solamente Cc03_il y Cc03_i4 fueron
tomados en cuenta para el analisis estructural. El mayor grado de similitud fue observado entre las
variantes de Cc03 y una PDI de C. eburneus (68 %). Los polipéptidos Cc03_il, Cc03_i4, y Cc05, que
codificaban ORF completos, presentan caracteristicas de una PDI “tipica”; mientras que Cc04, también una
secuencia completa, presenta caracteristicas similares a P5/ERP5 (Tabla 16). El analisis estructural de 3
secuencias con un CDS incompleto muestra las mismas caracteristicas que las secuencias incompletas del
resto de los transcriptomas (Tabla 16); siendo CcO1 y Cc02 las que muestran el tetrapéptido de la sefial de

retencion del RE.

Tabla 16. Analisis estructural de los diferentes miembros de la familia de PDI de C. californicus.

Nombre | PM (kDa) | Organizacion de los dominios | Motivo del Sitio Activo | Secuencia de retencion del RE
CcO1 ND (*)-a-a” CGHC, CGHC KEEL
Cc02 ND (*)-a-b-b"-a CGHC RDEL
Cc03_i1 56.27 a-b-b’-a’ CGHC, CGHC KDEL
Cc03_i4 57.45 a-b-b’-a’ CGHC, CGHC KDEL
Cc04 48.22 a-a’-b CGHC, CGHC KEEL
Cc05 55.73 a-b-b’-a CGHC, CGHC KTEL
Cc06 ND (*)-a-(*) CGHC ND

ND, no determinado

3.3 Alineamiento de las secuencias de PDI

Se realizaron alineamientos de los dominios cataliticos de cada una de las especies. Se analizé

particularmente cdmo se presentaba el motivo conservado “CXXC”. Para C. californicus (Figura 28a) se
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puede establecer como (V/1)(E/M)FYAPWCGHC(K/Q); ya que para la secuencia CC04 se presenta una Q en
lugar de una K. Para esta especie podemos ver que existe otro grupo de aminoacidos que se conserva
(GYPT). Las letras resaltadas en negritas dentro de los dominios son los aminoacidos que aparecieron para
la mayoria de las especies. Para C. ximenes (Figura 28b) se representa como
(V/)(E/M/K)(F/L)(F/Y/H)APWCGHCK; para C. regularis (Figura 28c) el motivo seria
(V/I)(E/M/K)(F/L)(F/Y)APWCGHC(K/Q) y finalmente, para C. mahogani (Figura 28d) se representa como
(V/1)(E/M/K)(F/L)(F/Y)APWCGHCK(K/Q).

(a)

Identidad MHEWN_
1. CcOL1_NTx DSEDSFVLDQG - SVLIM NSO IR MKFAF GOARNSVIVEEKLG-ALAAVRANLEQELGDRE ERMR EFFIILIEFIKGEK Y - - - AFEFSEGRSADDIVSFM RNP
2.Cc01_CTx DifjH HBT DT SEDQF IAANK - K T LM FNIIHEEGK MKFD Y MTARTRLKTEMP DK LAAVBJARK FKDLGGK Y SK EF#aLI$3dE DEVF - - ~-KADFK SGRSANELVEFF RRA
3.Cc03_il_NTx  Ki§jYVBTEKSEDGF IEKNE - F VLRI NagOHG A TEY Y AEVAGKLEEEE S DK LAKVBAVEKELQ TKFE K Sl I [HBIREEK - - — - PVDHSEGRQAAD IMTWL KKK
4. Cc03_i4_NTx Ky VIATEK§fgDGF IEKNE - FVL IR IN NGNS A TRV Y AEVINGKLEEEE SDIK LAKVBAIVEKELQ TKF EfYK[E] FIREEK - - - - PVDHSEGROAAD IMTWL KKK
5. CcO4_NTx DYVEMTASEIENSKVINSDDLWMUARINAIHGHGINAAREWKKARTAMKG - — - IHRVGAVEMDVHS TVGGP Y GHR EIN T [IHGLDK - - SKPODHOEARSAQGIVDES MG

6. Cc04_CTx DIV EMTD SFfIE EEVLEHDGLVLGHIFNIIMOIHE0 RFAREWAKARTELKG - - - KK LCALBANAHPVMAGRY QK EF N (AP AEKKDGEAEEHMDEGRITASDIVSWA LDK
7. CcO5_NTx DELEMTDANGK SKISELD - VALGASINAMNO G IR PARE Y EVANTKLLKNDPQFSLVKVBICHAET S TC SEYGHSEFLIA I @K GEE - - - F SKDFAEPRIESNGI IKTM QKE
8.Cc03_i1_CTx  PEKVHVSKNLKEVAMDKSKAVF AR INIIHEEGIOMARI WDQLGEKFKDSK~DiI IAKMBSHAN - EQEE - VKO SEEILI®33PKES DE - - I IDFDEERTLEALTKEV ESG
9.Cc03_i4_CTx  PEKVHVSKNLKEVAMDKSKAVFGABINIIMEGIHMARI WDOLGEKFKDSK~DiI IAKMBSHAN -ELEE - VO EBaNLI83IPKESEE - - I IDFDEEQTLEALTKEV KSG

10. Cc02_i1_Tx PHKVEVGKEERDVALDK SKAVF RN J0MAR T WDE LAEKFKD S G- DV IAKMBAAN - E T EE - VKQ SEEILIS#IPKDNEE - - AVDHNEERTLEGFAKFI ESG
11. Cc05_CTx PHKVIBVAKNEDE I VNN PEKD VLRSS T#ARK Y DELAEKLKDET - Difv I AKMBAMAN - DVP S PYE{R EIEIL Y A PKESKS S - PKKHEEGREVNDF IKYL AKE

(b)

Identidad U e S - S = sl AEE =
1. CrO2_NTx G@VDLT PTNEHESKVINGD ELW I JERFEIHEE) SLVEEWKKAASALKG - -~ IVKVGAVNAD EENALGGQYGHR GEEMIK FEGLDK FK - -PODFQEQORTAQG IVE ESMNQ
2.Cr02_CTx KEVLG HDGLVMUEFEIEEMIN LAFJOWAKAASELKG - - -KVKL CALBAfV HTVMANR YGRS IK T PAGKKDG EAEDFDEGEITA SD IVQ WAM EK
3. CrO8_i1_NTx [D -N FIK EN EFVLMEFNEFWPIR LARVY SEVAGKLVD EG SNIKLARKVPAMV EKDLAGK FEfK iV K FEINGEP - - - -TDHTEGRQ T SD FMV WLKKK
4, CrO8_i3_NTx N@Y VLKQKNED -N FIKEN EFVLUERFEIEEMIR LARVY SEVAGKLVD EG SNIKLAKVRAfV EKDLAGK FEK M K FEINGEP TDFTEGHQT SD FMV WLKKK
5. Cr08_i2_NTx N@Y VLKQKNMD -N FIK EN E FVL YERFEIEE™O HLARVY SEVAGKLVD EG SNIKLAKVRAMV EKDLAGK FEJK SV K FEINGEP - - - ~-TDFTEGEIQ T SD FMV WLKKK
6. Crl10_NTx GMYVLTTKNHED - SFIAEN EFVLUEEIEEMIA LAJEYAKAAT TLEEEKLNIKLGKVEAMV EENLA SKFEWGR SFE IK FEIRK EK PD S - PSDENEGERIQAAD IVN WLKKK
7.Cr03_Tx GETVLSKGNEA -DFIESTETVLUERERIEF @I LAREYAAAAKELKQMD PPVLLARKVDAMYV ESELAEE HEFT SF8L K FEIKKGK G
8.Cr07_Tx2 E{dv HLEDDND -DY VK EHP SVL M EFEIEEMIK MKEG YT EAAQL IKDQEIPSVLAAVMAMK HRKLAET Y SHK €L KY[KDGEFA - - ~FDVNE-DKDK I ID FVKD P
9. Cr07_Tx4 ElG FLTKDNMED - SFVL SQG SVL M I NEIEEEIR MKEA FGQAASM IVEEKLG ~ALAAVDAMIEQQLADRFEHR EFERIL KYEAKGGK YA FEMSEGRTADD FIA EMRN P
10. CrO07_Tx5 D@HHLTDT SHED -EFIAANKKTLHMEMSEHCHEEMIK MKED YM TAATRLK EKVPDARLAAVRAR FRDOLARK Y HigK SFL KYHE EGA FK ADFK SGIISAEDLVG EFSAA
11. Cr07_Tx3 DIHLNEENEK - PTLKKRK HAL M B EIEEGIKk AKFEFM SAAAK FR ~-DDGKVM FGAVBRICHATQQG I CSA HDUT EFEEIFK YN YNKN S - - ~-QKMEGREEND FVN EMRD P
12. Cr05_Tx DAV SYERDAQ - SAIND -KK HF M BINEIHEMIR LARTWN ELAKVYNND ES SV'T IAKVBICHV ETAL C SEHD T EFEL K FEHKKADD - - FQRFKENEDLD SLKK EVD EQ
13. Cr06_CTx A@MDLTADTHE-EAISE-GLT FUK BIEIECEMIR LARTWEELART SMG - -KDI I IARVBICHQ HK SV CD EQK {0 EFEL VL QO NGKRK - ~ND -fKEQEDLD SLQT FVD SH
14. CrO6_NTx DLTELTDDTHD -A FIQOK -G F HF K F#NEMYE@IR LAETWEELAR SLAEN -KLV/SV SKVBCHV STKL CT SQGHR EF#EIIL ILENDG - EK - -FEQHQESHGL EDLKG EVTGK
15. CrO9_NTx DL EFTDANEA - SEIK ELDVALUERFNAIYEIR LAFEY EVAATKLKKGD PPV SLVKVBICHA ETKT CQ EYG {SEHMENL K IEKGGEFA - -KD -HQMPHESKG I IA TMQKE
16. Crl2_Tx L#PN FTDDNHED - VK IKER S FT LM FFNEIMEgER FKED F IAAG EQL IK ETNNVGLAL VBICHV HKK T C SD FG N SV KLEEDGK QT - - HD - @D ESsHD
17. Cr07_Tx1 V@HIDT EDGLNKLLKKDK SAALMF#NEIEeY B3R LKED FAAAAT EVKG ~-KANLVG IDVBK PHMMGLRTL YNHT ElEIIL Y YIIEKGK VK - - -YRFAGEEN SKEG IVS WL SN P
18. Cr04_Tx PEKVVVGKTHEK IVQDTKKDVLHEL FNIIYeEEEK L EJVYK ELAKK FK P ~AKNLV IAKMBAEANDV P -D EYK (JECIN T Y FAAADKKNV - P IKHEEGHAL ED FEK FLK EK
19. Cr09_CTx PK IAVARKNEEELVND PEKD VL HERFNIIYEMISLAEK YD ELAEKLKD ~ETDIV IAKMBAWAND PP - SQY EfJR G I Y FA PKG SK S S - PKKHEEMGHEVND FIK YLAKE
20. Cr08_i1_CTx PHKVLV SKNEK EVAMDK SKAV FEEMSEREK Y (@K FAEIWDQLG EK FMD - SKDI I IAKMBAKANEL - - EEVQK IFELKYEPKGSDE - - I IDHDEKEATL EELTK EV ESG
21. Cr08_i2_CTx PHKVLVGKNEK EVAMDK SKAV FUERENIIYEMIK LAEIWD QLG EK FKD - SKDIV IAKMBISHAN EL - - EEV ENR SEENLKYEPKGSDE - - I IEHDEGRATL EELTK EVEG
22. Cr10_CTx PHKVLVGKNEKGVAMDK SKAV FUERENIIYEMHoLAEIWD ELG EKYKD - SKDIVVAKMBAWANE I - - EEVK{4Q SEEMLKYEPKD SEE - ~-AVDENEERTLDAFVK ELESG
.Cr11_Tx PKVLVGKNEKGVAMDK SKAV FUERTNIIYEMIOLAEIWD ELG EKYKD - SKDIVVAKMBAWANE I - - EEVK{ZQ SEEHLKYEPKD SEE - ~-AVDENEERTLDAFVK ELESG
———
Identidad FrB e o o ST Bl - e o e PSS e 1
1. CX05_NTx ALVELTDDTHEDFIQT--GFHFHKBILMEEMIRAAGTWEELAK SFA-DN-KQ[S VSKVECHVS TKLC TNQGHR GIEZL L LENNEVKL - - ~EQFQESESHEDLK GEITRK
2. Cx05_CTx AfIDLTEDSHEEGISG--GLTFHKIINIMOGIRMAPTWEKLGTANK-D~~KDIT IARVBCQHKS ICDKESfS —— - -L
3. Cx07_Tx DVEVTDSNEEKEVLEYDGLVMUEBINAIMERGINIPAHWAKAATE LK -G - - -KGKLCALBARVHTVMS NR Y GlYR Gl I KVEPAGKKDGEAEEHDEGRTS SDIV. QWAMEK
4. Cx02_NTx KiflY VLTEKNEDGF IQDN - EF VL UEN NG SIA AT YAEVAGKFE - DEDSNIK LAKVBAIVEKALQAKF EfYK Gl I KFFRN[EDP - - - - TEFMTEGRQASDIT NWLKKK
5. Cx11_NTx GiflY VLTERNEDAFVKEN - EF VL UER TN OIAFARGE Y SKAAETLE -GEKSNEKLGKVBARVE SDLASKHGHR GF#E{ I KFFRDETP - — - - SDFSAGRIQAEDIV NWLKKK
6. Cx06_Tx GEAILTKDIFHSVIEEY -PYVMYERN NG HOIAMKEE YEKVAGLLK-AELKDJL IAMVBARVE SDLATEF GigMGF#R{VKFRKNEVW- - - - VDFQEERTSSAIV SWIKRK
7. Cx09_Tx2 AfVVLTKENEGTDTVERE - ELMLGERINRHO:{OIS MAK Y EKAAKTLK - IGAQPIMLATVBAWAETELASKY GIYT GF4ILKVFRKERD - — - ~-FEFKEQRDOYGIV EYMNKQ
8. Cx03_NTx DFLEFTDSDEETKIKEH-KVALTERINIMUOASIRIPARE YEVAATKLL -KNDP PP LVKVECHAE TATCGKF GlS GF#ILK I FKDEEF S - - ~KEFSEPREANGITI KVMQKE
9. Cx04 DYHHLTDTSEDEF IAANK - R T LM NI eI OI{K MKED YMTAATRLK - ~-EVPDAKLAAVRVIK FKDLASKY SHKGF#ILKYFEDEAFK - - ~ADFKSGRISAADLV DEFRTA
10. Cx02_CTx PKVLVSKNGKEVAMDK SKAVF ERINIIMOHGROPARVWDQLGEKFK - -DSKDHI IAKMBSWANEM - - EEVORK SEERILKYF PKES DK — - IVDEDETRTLEALT KEVESG
11. Cx08_Tx R INTIEGHIIOPARVWDQLGEKFK~~DSKDII IAKMBSIWANEM - - EEVOK SEEIILKYFPKE/SDK - - IVDHDETRATLEALT KEFVESG
12. Cx11_CTx PKVLVGKNEVDVALDKSKAVFHERINIISESR0MAR I WDELGEK YK~ ~DNS DV IAKMBAIANE I - - EEVKFQ SEERILKYFPKDSDK - ~AVDENEERTLEGFI KFLDSE
13. Cx01_Tx PHRVLVGKNFNEVTQDE SKAVF K LiTEEEOHO{0 AR WDELGEAFK - - DRS DL I AKLBAWANDYV - - DGL VIR AFERILK Y Y PKEHQE — - PVEFSEDRTLEAFK KEVEND
14. Cx03_CTx PKVVVAKNEED IVNNPEKDVLHERFNI[HSHINSHEEK YNELAEKLK - - DET DV IAKMBJAWAND PP - SQYEFRGIIIIL Y FAPKESKS S - PKKHEEGRIEVNDFL KYLAKE
15. Cx10_Tx AAVKVVGLTDEIVNDPTKDVFEMH%@MEKFESW\ETLK--GEPSWVMAVYEAEANEIF-PPYKWSGMYFVPRNKKQA-PMPEQ@AEEAADLI KEIAQE
Identidad e e ) =T T e T e
1.Cm01_Tx ViKVVVGKTEEK IODTNKDVLFELIFNIINOHE K AEFV Y KELAKKFKP - A~ KDLVIARMBAANDAP ~-DE Y OE I YFAPANKK - NDP IKHMEEGRALEDF VKELKEK
2. Cm04_i1_CTx PKVVVAKNEED IFNNPEKDVLEEFFMa 8 SAEEK Y NELAEKLKD-E - TDVIARMBAMANDAP - SPY EFREFFIL Y FAPKGSK - S SPKKHEEGREVNDF LKYLAKE
3. Cm03_CTx PKVLVSKNFKEVAMDKSKAV F ER NI @ 30WNgVWDQLGEKF KD~ S ~KD|I TARMBSHANEM - - EEVQRK SEFLK YAPKGS - ~DK I VDFDEARTLEAL TKEVESD
4. Cm09_Tx VERFFNNES G 0 NgVWDQLGEKF KD~ S ~KDII IAKMBSANEM - - EEVOIK SEIEILKYPKGS - ~-DK I VDHMDEARTLEAL TKEVESD
5. Cm05_CTx PKVLVGKNEVDVALDKSKAVFE N SOFN I WDELGEKYKD-N- S DIV IAKMBJAIANE I - - EEVK{Q SEERLKYHPKDS - -DKAVDENEERTLEGF VKELDSE
6. CmO3_NTx K%Y ILTEKNEDDFHQD - NEFVLFEFINIIES S JATFTNIT Y AEVAGKFED-EDSNIK LARVDAI{VEKALQAKF EYK I I KFRNGD - - - - P T EFMTEGROAS DI INWLKKK
7. CmO5_NTx GliiY VLTEKNEDAFKE - NEF VL {JE NSO G IAHNGE Y AKAAE TLEG-EK SNEKLGKVBAGVE S DLAS KHGIR EF94 1 KFIGRDG T - — - — P SDFSAGROAED I VNWLKKK
8. Cm07_NTx Dif{VDLTP TNEHSK{I NGDELW I EFENRIYeH80 SIFNJEWKKAA - — - SA- LKG IFIKVGAVNADEHNALGGQY GREII T KFEGMDKF K - - PQDFQEPRTAQG T VDESVSQ
9. Cm07_CTx DVEVTDSNEEKEFLE Y DGLVMUERINTISRG INHNJHWAKAA - - - TE-LKGKGKLCALBAMVHTVMSNR Y GRS KVEPAGKKDGEAEEFMDECRTS SDI VQWAMEK
10. Cm02_Tx1 DAVSYEKDTEQSAMTD - - KKHFYMiFNR MG RIFNITWNELAKE YNN-DE S SfTVAKVBCHVE TALCSEHDUTEFELKFgHKKADD - - FORMKENRDLDSL KKEVEEQ
11. Cm02_Tx2 ALVELTDDTEEDFHQT - - GF HF YK kN MG AR BN TWE ELAKS FAD-NKQ - (S VS KVBICHIVS TKLCTNQGYR EF#L L LEANNGVK - - - LEQFQESRISHEDL KGEITRK
12.Cm02_Tx3 AlIDLTEDSHEEGHSG - -GL TF K i NIUMEEG R BN TWE KL G~ TANK - DKD -[T TARVBCIIQHK S I CDKE SK EF#3L V LOKGER - - — L I DFKEORDLESL QEEVDNY
13. Cm04_i1_NTx DWLEFTDADFE TKIIKEH - KVALYE R NG JRIBNFE YEVAATKL IK-NDP PP LVKVBICHAET S TCGKF GlS EF#LK I [§KDGEF - - - SKEFSEPIREANG I IKVMQKE

DWLEFTDADFE TKIKEH - KVALUE N INAMOGIRIBNFE YEVAATKL IK~-NDP PP LVKVDICHAE TS TCGKF GlS EF#LK I [§KDGEF - - - SKEFSEPIREANG I IKVMQKE
DIYHHLTDTSEDEFHAANK -RT VMBI {8 MKEDYMTAATRLK - ~EVPDAKLAAVDAKFKDLASKY SHKEFLK YiJEDGAF - - - KADFK SGEISAADL VDEFRTA

Figura 28. Comparacion de los dominios cataliticos de las secuencias de PDIs de (a) C. californicus, (b) C. regularis,
(c) C. ximenes y (d) C. mahogani.
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3.4 Prediccion de la estructura tridimensional de las PDI de los conidos.

De cada uno de los transcriptomas, se selecciond una secuencia que presentara la similitud mas alta con
la PDI de humano PDB 4EKZ, la cual ha sido resuelta por cristalografia de rayos X. Estas PDI seleccionadas
fueron utilizadas como representativas de cada una de las familias de PDI para predecir un modelo
tridimensional. Para C. californicus se seleccioné Cc03_il, para C. mahogani fue CmO05, para C. regularis se
utilizé Cr09 y finalmente, para C. ximenes fue Cx11. Después de un refinamiento del modelo, se obtuvieron
las diferentes conformaciones de las estructuras y se pudo demostrar que las diferentes secuencias
adquirian una conformacién tridimensional al esperado para una PDI tipica (Figura 29). Su estructura
sugiere que presentan una funcién relacionada con el proceso oxidativo del plegamiento de las proteinas
nacientes. También se puede observar que los 4 dominios de las PDI de los cénidos (a-b-a’ y b’) adquieren
una conformacion similar al de la tiorredoxina. Los modelos 3D refinados de las PDI de cdnidos muestran
tener similitud a las estructuras obtenidas mediante métodos experimentales. El porcentaje de residuo
favorece satisfactoriamente las regiones (A, B, L) para Cc03_il (80.2 %), CmO05 (76.9 %), Cr09 (81.2 %) y
Cx11 (82.9 %). Esto es similar al porcentaje obtenido en una PDI de humano obtenida mediante difraccion

de rayos X (93.2 %).

3.5 Arbol filogenético

La construccion del arbol filogenético de las secuencias de csPDI y PDI permitié realizar una primera
aproximacién de cdmo se relacionaban las PDI encontradas en este trabajo con aquellas reportadas por
Safavi-Hemami y colaboradores (2016) (Figura 30). Como era de esperarse se formaron dos grupos
principales: las secuencias de csPDl y las secuencias PDI. Sélo una de las secuencias de csPDI (csPDI GH/GH
de C. bocki) se agrupod con las secuencias de PDI (resaltada en gris). A continuacién, se describe como se

agruparon las secuencias descritas en este trabajo

e (Cr07ily Cr07i2 (resaltadas en azul) se agruparon con las secuencias de csPDI a pesar de que no
presentaban las caracteristicas descritas para este tipo de secuencias. Sélo una secuencia de csPDI
se agrupo con las secuencias regulares de PDI.

e Enungrupo dentro de las csPDI pero mas cercano a las PDI regulares, resaltadas en color amarillo,

se situaron las secuencias Cx02, CC03i1 y CC03i4.
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En un grupo dentro de las PDI regulares y cercano a las csPDI (resaltadas en lila) se situaron las
secuencias Cm05 y Cx11.

La secuencia Cr09 (resaltada en verde) se agrupé perfectamente con todas las secuencias de PDI.
Finalmente, se pudo observar un grupo externo (cercano a las PDI, resaltado en rosa) con las

secuencias Cm07, Cr02, CC04, Cm02, CCO5, Cr08, Cm04il1 y Cx03).
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Figura 29. Patrén de plegamiento de las PDIs de los conidos. A) Puede observarse en gris la estructura cristalina con
su respectiva grafica de Ramachadran para la hPDI (4EKZ) reducida (www.PDB.org). Los modelos refinados y su
respectiva grafica de Ramachadran se pueden observar en B) verde para Cc03_il, C) en azul para CmO05, D) en café
para Cr09vy E) en rojo para Cx11. Los motivos activos (APWCGCHCK) se muestran en amarillo para todas las moléculas.
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Figura 30. Arbol filogenético obtenido con las secuencias de Safavi-Hemmai y colaboradores (2016) y las obtenidas

en este trabajo.
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Capitulo 4. Discusion

El plegamiento de proteinas con residuos de cisteina requiere modificaciones bioquimicas adicionales a
las de una proteina sin estos residuos: en primer lugar que el enlace disulfuro pueda formarse (oxidacién),
y que posteriormente mediante su reduccion o rearreglos (isomerizacion) puedan corregirse aquellos que
hayan sido incorrectamente formados (Ellgaard y Ruddock, 2005). Las conotoxinas no son ninguna
excepcidn, y como se menciond anteriormente, las cisteinas juegan un papel esencial en su conformacion.
Evidencia de esto es que las conotoxinas presentan arreglos de cisteina sumamente conservados (hasta la
fecha existen reportados 25 marcos de cisteinas diferentes (Robinson et al., 2014); esto quiere decir que
aunque existen miles de secuencias de diferentes conopéptidos estos tienden a utilizar el mismo tipo de
andamio (Bulaj y Olivera, 2008). Ademas se estima que hasta el 50 % de los residuos de aminoacidos que
componen una conotoxina pueden estar involucrados en la creacidon de enlaces disulfuro (Bulaj et al.,
2003). A esto debe sumarse que la glandula venenosa donde son sintetizadas es el tejido que produce la
mayor diversidad y densidad de péptidos ricos en residuos de cisteinas (de cientos a miles de secuencias)
(Safavi-Hemami et al., 2016), lo que provoca que el reto para sintetizarlas sea aun mas complejo. Por lo
tanto, es de esperarse que las enzimas responsables de la formacion de los enlaces disulfuro sean
sofisticadas y variadas para poder mantener esta alta demanda. La alta diversificacion de los genes de
conotoxinas (Puillandre et al., 2012) debe de ir acompafnada de una alta diversificacion de las proteinas

encargadas de su sintesis.

De esta manera, la diversidad de las familias de PDIs encontradas en este trabajo revela lo complejo que
puede llegar a ser la maquinaria de chaperonas necesaria para generar la diversidad de conotoxinas
contenidas en el veneno de los conidos. Esta complejidad ha sido observada en organismos superiores;
por ejemplo existen reportados 21 miembros para la familia de PDI de humanos, los cuales varian en masa
molecular, composicion de los dominios, tejido en el que son expresados y el tipo de procesamiento celular
gue reciben (Galligan y Petersen, 2012). Ademas, como es el caso de otras familias de PDI, es justificado
suponer que sélo un porcentaje de la totalidad de las secuencias de PDI estan involucradas en catalizar la
isomerizacion de enlaces disulfuro de manera eficiente y que el resto no esta directamente involucrada
en la formacion de enlaces sino que desempefia otra funcién (Ellgaard y Ruddock, 2005). Cabe mencionar
gue se ha visto que las PDI de cénidos mas que trabajar de manera sinérgica, tienen funciones aditivas lo

gue sugiere que pueden trabajar de manera independiente unas de otras (Safavi-Hemami et al., 2012).

Se ha demostrado, mediante analisis filogenéticos, que las PDIs eucariotas presentan un ancestro en

comun cuya diversificacion incluye la duplicacion de los dominios de tiorredoxina; este concepto esta
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respaldado por la similitud de ciertas secuencias y la distribucidon de sus intrones (Kanai et al., 1998;
Sahrawy et al.,, 1996). El motivo estructural “CXXC”, conservado en los dominios activos de las PDIs
eucariotas, es indispensable para realizar la actividad oxidorreductasa. Se sabe que los dos aminoacidos
gue se encuentran dentro de los residuos de cisteinas juegan un papel muy importante en determinar el
potencial redox de la enzima, y por lo tanto si presentard una funcidn reductasa, oxidasa o isomerasa
(Ellgaard y Ruddock, 2005). Los aminoacidos que flanquean dicho motivo estan altamente conservados y
existe una version extendida de dicho motivo (APWCGHCK) que ha sido menos mencionada en la literatura
pero que se ha visto se conserva dentro de las enzimas de PDI (Knodler et al., 1999; Mazzarella et al., 1990;
Tachikawa et al., 1995). Por otro lado, se ha establecido que las secuencias de 7 residuos de longitud
pueden ser utilizadas para identificar de manera inequivoca a grupos de proteinas (Gowd et al., 2007); el
motivo “APWCGHCK" confirma esta aseveracion y pudo ser utilizado por primera vez para recuperar de
manera exitosa las secuencias de PDIs dentro de los transcriptomas de coénidos. Ademas, se pudo
comprobar que este motivo puede ser extendido a una secuencia mas larga de 10 aminoacidos
FYAPWCGHCK, la cual coincide con la que Knodler et al (1999) habian identificado previamente como
F(Y/F)APWCGHCK, e incluso se observa que en algunos casos puede ser extendida a una secuencia de 12
residuos (VEFYAPWCGHCK). Cabe mencionar que ligeras variaciones del motivo activo extendido fueron
encontradas dentro de las diversas especies. Finalmente, de cada transcriptoma se selecciond una
secuencia para poder ser modelada en base a una secuencia de PDI tipica. Esto nos permitd confirmar que
por lo menos en cada especie existia una secuencia capaz de adquirir la conformacion tridimensional

esperada al de una PDlI tipica.

Por otro lado, nuestros resultados son consistentes con lo que se ha encontrado hasta la fecha en otros
trabajos relacionados con PDlIs: existen multiples secuencias dentro de un solo veneno (Bulaj et al., 2003;
Safavi-Hemami et al., 2012, 2016). No obstante, a diferencia de Safavi-Hemami et al (2016) no se
encontraron lo que ellos identifican como secuencias especificas de cénidos (csPDls) dentro del
transcriptoma. Al igual que el resto de las PDlIs, las csPDIs se conforman de 4 dominios similares a la
tiorredoxina: dos dominois cataliticos (a y a’) junto con dos cominios no cataliticos (b y b’). Sin embargo,
las csPDIs presentan una alta variabilidad en los aminoacidos que se encuentran entre los dos residuos de
cisteina sumamente conservados del motivo del sitio activo (CXX). La diferencia mas notoria es el remplazo
de la histidina por una alanina en los dominios “a” ya que el motivo “CAHC” es encontrado en 13 de las 18
especies estudiadas. Otras variantes encontradas en lugar del tipico dominio “CGHC” fueron “CGIC”,
“CEKC”, “CEFC” y “CRPC” (Safavi-Hemami et al., 2016). Esto plantea las siguientes preguntas: éestas
especies carecen de csPDI? ¢Estas secuencias especificas deben de buscarse de una manera diferente?

Cabe mencionar que a pesar de que C. californicus es considerado una especie atipica de la Familia Conidae
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(Biggs et al., 2010), nuestros resultados demuestran que sus secuencias de PDI no presentan una
divergencia notoria con el resto, sino que pueden agruparse con las secuencias de PDI encontradas. Otro
punto que vale la pena resaltar es que Safavi-Hemami y colaboradores (2016) encontraron en promedio
2.6 secuencias de csPDI por especie, pero solamente una secuencia de PDI tipica (con excepcién de Conus
textile de la que se encontraron 2). Este nimero de secuencias es mucho menor al nimero de secuencias
de PDI encontradas por especie en este trabajo éLas especies de este trabajo tienen un mayor nimero de
secuencias? ¢Safavi-Hemami y colaboradores estdn encontrando todas las secuencias? El arbol
filogenético nos permitid observar los dos grupos principales que se esperaban que se formaran, no
obstante, dos secuencias de C. regularis se agruparon con las secuencias de csPDI, esto a pesar de que no
compartian las modificaciones en el dominio tipico. Sélo la secuencia Cr09 (de la misma especie) se agrupo
claramente con las secuencias de PDI y el resto formaron subgrupos ya sea dentro de las csPDI o dentro

de las PDI.

Finalmente, se sabe que la produccion de conotoxinas in vitro es un proceso complejo, por lo general las
tasas de rendimiento son bajas y suelen generarse acumulacion de productos que no fueron plegados
correctamente (Bulaj y Olivera, 2008). El entendimiento de las PDI de la familia Conidae es necesario para
en un futuro poder producirlas de manera eficiente. Ademds, como sefialan Bulaj y Olivera (2008) estudiar
estas enzimas no sélo nos permitird entender cémo se lleva a cabo el plegamiento de conotoxinas sino

gue serd un conocimiento que podra ser expandido a la sintesis de pequefias moléculas en general.
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Capitulo 5. Conclusiones

e Cada especie presentd, en promedio, 4 secuencias codificantes para posibles proteinas PDI.

e El dominio “APWCGHCK” es suficiente para poder recuperar las secuencias esperadas, y que es
posible extenderlo a la secuencia “FYAPWCGHCK.

e Por lo menos una de las secuencias de cada transcriptoma es capaz de adquirir una estructura
tridimensional de una PDI tipica, esto sugiere que los conidos requieren de las PDI para realizar un
plegamiento oxidativo correcto.

e No se encontraron secuencias de csPDI, no obstante, algunas de las secuencias identificadas se
agruparon con este tipo de secuencias en el arbol filogenético. Se propone hacer un andlisis similar
al de Safavi-Hemami y colaboradores (2016) con el objeto de poder recuperar este tipo de

secuencias.
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Parte Ill. Combinacion de estrategias de identificacion en la
secuenciacion de conotoxinas

Capitulo 1. Introduccidn

Los venenos de Conasprella ximenes y de Conus regularis han sido poco explorados, de la primera especie
no existe en la literatura conotoxina alguna reportada y de la segunda sdlo existe una secuencia descrita

hasta la fecha (Bernaldez et al., 2013).

Por otro lado, a pesar de que la tuberculosis es una enfermedad que causa estragos a nivel mundial, los
tratamientos para combatirla son ineficientes. La bioprospeccién de los venenos de cdnidos se ha realizado
de manera sistematica durante los ultimos 50 afos (Akondi et al., 2014), ademas se ha demostrado que
existen productos marinos con efecto antifimico (Kang et al., 2015); sin embargo, no se ha probado que

las conotoxinas puedan tener actividad antimicrobiana.

Son varios los obstaculos que se encuentran a la hora de elucidar la estructura primaria de una conotoxina.
En primer lugar, la manera tradicional de descubrimiento esta basada en un fraccionamiento del veneno
guiado por su actividad, lo cual requiere tiempo y cantidades de material que, por lo general, resulta dificil
de obtener (Prashanth et al., 2012). En segundo lugar, las secuencias oscilan entre los 10 a 80 aminoacidos,
incluyen enlaces disulfuros y en muchas ocasiones, multiples MPT. La complejidad del veneno y la falta de
bases de datos de cADN, ocasionan que hasta hace poco la tasa de descubrimiento de estas moléculas
fuese de 1 secuencia/especie/afio (Ueberheide et al., 2009). Afortunadamente, los avances en la
transcriptémica y protedmica han incidido en que la identificacién de conotoxinas se haya acelerado
ostensiblemente (Dutertre et al., 2013). Sin embargo, la importancia farmacoldgica que tienen estas
moléculas hace que no se abandone el método tradicional de identificacion, sino que se emplee como

técnica complementaria a las nuevas propuestas.

En este trabajo se describe la manera en que fue secuenciada parcialmente e identificada en una base de
datos del transcriptoma de la glandula venenosa la primera conotoxina de C. ximenes: un polipéptido de
37 aminoacidos, con 8 residuos de cisteinas, y una masa molecular de 4109.69 Da. Esta conotoxina es
capaz de inhibir el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis (Mtb) a concentraciones molares similares

a los de los farmacos utilizados actualmente en la terapia contra dicho patégeno.
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Por otro lado, se reporta una conotoxina de C. regularis que hasta la fecha no presenta actividad ni se le
ha podido determinar el blanco molecular sobre el que actla. Segun nuestro punto de vista, resulta
interesante mostrar cdmo una secuencia de 37 aminoacidos pueden poseer varias MPT: 8 cisteinas
enlazadas formando cuatro enlaces de disulfuro, 3 residuos de acido glutdmico gammacarboxilados y dos
hidroxiprolinas. Esta asignacién solo pudo realizarse gracias a que se disponia de una base de datos de
secuencias provenientes del transcriptoma de la glandula venenosa de dicha especie de Conus,
demostrando la importancia de la estrategia utilizada: facilita y hace mas eficiente la identificacion de las

conotoxinas de las especies que estan siendo estudiantes en este trabajo de tesis doctoral.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) es el agente causante de la tuberculosis (TB), una enfermedad
infecciosa que estd ocasionando severas afectaciones en la salud mundial, incluida la muerte. A pesar de
gue se han desarrollado nuevas técnicas para eliminar a este patdgeno, de acuerdo con la Organizacién
Mundial de la Salud, en el afio 2015 ocurrieron 10.4 millones de nuevos casos y 1.4 millones de muertes
relacionadas con esta enfermedad (“Global Tuberculosis Report,” 2016). En la actualidad, el tratamiento
de primera linea para combatir la TB combina cuatro medicamentos que son administrados durante un
periodo de 6 a 8 meses: rifampicina, isoniazida (INH), pirazinamida y el etambutol (EMB). Debido a la
duracion y complejidad del tratamiento, no es de sorprenderse que el desarrollo de nuevos farmacos esta
enfocado en moléculas con nuevos blancos moleculares que ayuden a acortar y mejorar los tratamientos
actualmente utilizados. El crecimiento y los requerimientos nutricionales de las micobacterias han sido
intensamente estudiados, y al igual que el resto de las bacterias, estdan sumamente relacionados con la
permeabilidad que tiene la pared celular. Es por esta razdon que las vias de sefalizacion ligadas
directamente con la pared celular, han sido consideradas como blancos moleculares para desestabilizar e

inhibir el crecimiento de las micobacterias (Niederweis, 2008).
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1.1.2 Los venenos como fuentes de farmacos

Existen varios estudios reportados de péptidos provenientes de fuentes marinas que presentan diversas
actividades anti-infecciosas como lo pueden ser: antimicrobianas, antimicéticas, antimalarias o anti-
micobacteriales (Kang et al., 2015). Por otro lado, se ha demostrado que los venenos son una de las fuentes
mas grandes y diversas de moléculas quimicas que pueden ser utilizadas de manera exitosa en la industria
farmacéutica (Lewis et al., 2012). Dentro de los animales venenosos, los caracoles marinos de la familia
Conidae son conocidos por la gran diversidad de conotoxinas o conopéptidos que producen. Estas
pequeiias moléculas se caracterizan por la alta selectividad que presentan hacia sus blancos moleculares,
dentro de los que destacan receptores y canales idnicos de membrana (Terlau y Olivera, 2004),
convirtiéndolos en posibles candidatos para los tratamientos antimicrobianos, entre ellos las
micobacterias por su relevancia para la salud humana, y es sin lugar a dudas una aplicacion a considerar.
Existen alrededor de 800 especies de conidos cada uno de los cudles produce un veneno uUnico con
alrededor de 1000 componentes (se calcula que sélo ~5 % de las toxinas se traslapa entre especies (Davis
et al., 2009; Dutertre et al., 2013)). De la totalidad de conopéptidos, Unicamente una pequefia fraccion
(~0.1 %) ha sido caracterizada farmacolégicamente, (Lewis et al., 2012) y ninguna ha sido reportada con

efecto anti-micobacteriano.

1.1.3 Elucidacidn de la estructura primaria de una conotoxina.

Mediante cromatografia liquida, el veneno de los cdnidos puede ser fraccionado y evaluado en diferentes
tipos de ensayos in vitro para llevar a cabo una bioprospeccion. No obstante, un paso clave en la
identificacion del blanco molecular y caracterizacién de una conotoxina, es conocer su estructura primaria
gue puede tener varias MPTs dentro de las que destacan la presencia de multiples cisteinas. La
espectrometria de masas se ha destacado por ser una herramienta analitica imprescindible para la
caracterizacion de la estructura primaria de una conotoxina: su elevada sensibilidad y su facil acoplamiento
a la cromatografia liquida (LC-MS/MS) resulta ideal tanto en la secuenciacion de novo como en la

identificacion de secuencias en bases de datos y la caracterizacién de las MPTs (Jakubowski et al., 2006).

La secuenciacién de novo de un conopéptido mediante espectrometria de masas es un reto muy grande
debido a que la mayoria de las veces su masa excede el tamafio 6ptimo (MW < 3 500 Da) para realizar una

fragmentacion por CID (del inglés Collision Induced Dissociation) (Mikesh et al., 2006; Zubarev et al., 2008).
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A esto debe sumarse que los conopéptidos frecuentemente contienen varios aminoacidos basicos en su
secuencia, limitando la disponibilidad de los protones moviles y por lo tanto de la eficiencia de
fragmentacion mediante dicho método (Wysocki et al., 2000). Por lo tanto, en lugar de obtener una
secuencia completa, resulta mas realista obtener una secuencia parcial que pueda funcionar como
sequence tag para de identificar en una base de datos a la secuencia completa de la proteina que la

contiene.

No obstante, la identificacién de conopéptidos en bases de datos presenta tres grandes limitantes: 1) no
existe un genoma reportado para los cénidos y el nUmero de secuencias de cDNA es limitado (Ueberheide
et al., 2009); 2) aun cuando varias conotoxinas estuvieran disponibles, el hecho de que existe muy poca
superposicion de las toxinas entre especies diferentes de conidos, representa una limitante si no se cuenta
con transcriptomas propios de la especie; 3) el software que identifique las secuencias debe ser capaz de
reconocer eficientemente el nimero abrumador de variantes generadas por las multiples MPTs que
pudieran estar presentes de manera simultanea en un conopéptido, cuya presencia no puede predecirse

con antelacion.

La identificacion de proteinas y la secuenciacién de novo no son estrategias excluyentes (Ma et al., 2003)
y pueden ser combinadas para identificar el conopéptido de interés si primero se obtiene una secuencia

confiable de novo, que pueda ser utilizada como sequence tag (Mann y Wilm, 1994).

Finalmente, se sabe que el transcriptoma incluye todos aquellos genes que estan siendo transcritos
activamente en un drgano en especifico (Rendén-Anaya et al., 2013). En los cénidos, la produccién de
conotoxinas estd limitada al ducto venenoso, por lo que la secuenciacién de su transcriptoma resulta ideal
si se quiere construir una base de datos de las conotoxinas presentes en el veneno. Dutertre y
colaboradores (2013) ya demostraron la utilidad que una base de datos especifica de la especie puede

tener en la elucidacién de conotoxinas.

Conasprella ximenes y Conus regularis son céonidos de la costa del Mar de Cortez (México) cuyos
conopéptidos no han sido estudiados. En este trabajo se combinaron diferentes estrategias para facilitar
la secuenciacidon de una conotoxina que presentaba actividad anti-Mtb y otra conotoxina con multiples
MPT. Por lo tanto, se reporta la primera toxina de C. ximenes (11_xm11a) que ademas es la primera
conotoxina que tiene actividad anti-Mtb; asi como la segunda conotoxina descrita para C. regularis

(02_rs15a).
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1.2 Justificacion

Aunque los nuevos avances en el estudio de transcriptémica y protéomica de los venenos de cénidos
apuntan hacia un descubrimiento masivo de secuencias, la integracion de métodos tradicionales permite
un mejor acercamiento a la caracterizacidén de las conotoxinas. Las sequence tags resultan sumamente
utiles para buscar secuencias completas en bases de datos complejas, como son los conopéptidos, donde
abundan las MPTs, multiples residuos de cisteinas y que ademas son dificiles de fragmentar por métodos

comunes como lo es el CID.

1.3 Hipotesis

e La utilizacién de sequence tags permite obtener de manera confiable la secuencia completa de
una conotoxina en una base de datos de transcriptomica y dilucidar las modificaciones

postraduccionales que presenta.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Conocer la secuencia primaria de dos conotoxinas de cuyas especies se conoce el transcriptoma de la

glandula venenosa.

1.4.2 Objetivos especificos

e Obtener de novo una sequence tag que permita identificar dentro del transcriptoma del ducto
venenoso la secuencia completa de dos conotoxinas, una de las cuales presenta actividad anti-
Mtb.

e Confirmar la asignacién realizada mediante la reduccion y alquilacion de la conotoxina que
presenta actividad anti-Mtb y la secuenciacion mediante ESI-MS/MS de los péptidos tripticos

resultantes para la verificacion de la secuencia asignada.
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Capitulo 2. Metodologia

Bernaldez-Sarabia, J. (2013) identificd en su tesis de doctorado una conotoxina de C. ximenes con actividad
antimicrobiana. Esta toxina, reportada como F11, fue evaluada nuevamente en ensayos de proliferacion
celular y fue capaz de inhibir el crecimiento de Mtb a una concentracidon minima inhibitoria (MIC, por sus
siglas en inglés) de 3.0 uM. Este valor de concentraciéon molar es similar al de dos fdrmacos utilizados en
la actualidad para combatir la tuberculosis: la isoniazida (MIC 0.45 uM) y el etambutol (MIC 9.8 uM). En
aquel momento la secuencia de esta conotoxina no pudo ser dilucidada debido a dos razones 1) la
metodologia tradicional requiere que de una gran cantidad de material con la que no se contaba; 2) El
transcriptoma de la glandula venenosa del conido no estaba disponible. En este trabajo se describe la

manera en que se secuencié dicha molécula, a la que se nombré como I1_xm11la.

Por otro lado, se purificé uno de los picos mayoritarios del veneno de C. regularis, se determiné la

secuencia de la toxina nombrada como 02_rs15a, y se demostré la presencia de multiples MPT.

2.1 Colecta de especimenes y extraccion del veneno

Los especimenes de C. regularis y C. ximenes, presuntamente especies vermivoras y moluscivoras
respectivamente (Lugo et al., 2016), fueron colectados en la zona del sublitoral de Bahia de Los Angeles
(Golfo de California, México). C. regularis habita zonas lodosas, mientras que C. ximenes prefiere zonas
arenosas. Los ductos venenosos de 20 especimenes de cada especie fueron disecados e inmediatamente
homogenizados por separado en 1 mL de una mezcla 40 % (v/v) de acetronitrilo (ACN, Fermont) y 0.1 %
(v/v) de acido trifluroacético (TFA, Fluka). El homogenizado se mantuvo todo el tiempo en hielo, y una vez
procesados todos los especimenes, fue centrifugado a 10,000 x g durante 10 min a 4 °C. Finalmente, el
sobrenadante de cada especie fue liofilizado y almacenado a -80 °C hasta ser procesado para la purificacion

del péptido de interés.
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2.2 Purificacion de los péptidos de interés.

El veneno soluble fue fraccionado mediante cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa (RP-
HPLC) (Agilent 1220 Series LC System), con una columna analitica C;5 Zorbax 300SB (4.6 x 250 mm, tamano
de particula 5 um) y una pre-columna Zorbax 300SB C;z (4.6 x 12.5 mm, tamafio de particula 5 um). Ambas
fueron previamente equilibradas en una solucién de TFA al 0.12 % (v/v) a la que se denominé como
solucién A. El veneno total fue desalado en la pre-columna con la misma solucidn de equilibrio a un flujo
de 1.0 mL/min durante 5 minutos. Las fracciones de los componentes del veneno fueron colectadas cada
5 minutos y eluidas utilizando un gradiente lineal de 0 a 60 % (v/v) de una solucién denominada como B

(ACN con 0.10 % (v/v) de TFA) durante 65 min. El flujo se mantuvo constante a 1.0 mL/min.

Para C. ximenes, cada una de las fracciones fue evaluada en un ensayo de susceptibilidad antimicrobiana. La
fraccidn cromatografica que contenia el péptido de interés (para C. ximenes era el que presentaba actividad
antimicrobiana, para C. regularis un pico mayoritario de la fraccion 3), fue repurificada mediante RP-HPLC
utilizando un gradiente lineal de 22 a 45 % (v/v) de solucién B, en un periodo de 60 minutos a flujo constante
de 1.0 mL/min. Todos los pasos de purificacion fueron realizados a temperatura ambiente (TA) y la
absorbancia fue monitoreada a 230 nm. El péptido purificado fue liofilizado, cuantificado por diferencia
de peso seco y nombrado como I11_xm11a para C. ximenes y O2_rs15a para C. regularis (la nomenclatura
sera explicada en la secciéon de Resultados). Se utilizd en todo momento agua desionizada purificada

mediante el sistema Mili-Q (Pure Lab Flex, Elga de lon Torrent, Life Technologies).

2.3 Reduccidn y S-alquilacion de las conotoxinas.

Se disolvid aproximadamente 1 pug de cada uno de los péptidos (I11_xm1lay O2 rs15a) en 10 plL de buffer
de bicarbonato de amonio 50 mM (con 0.5 mol/L de cloruro de guanidio a pH 8.3). Se afiadié ditiotreitol
(DTT) para obtener una concentracion final de 5 mM vy se incub6 durante 1 hr a 37 °C. Después de este
periodo y una vez que la reaccion alcanzé la temperatura ambiente (TA), se afiadié una solucién de
iodoacetamida (IAM) para obtener una concentracién final de 10 mM. La reaccién de alquilacién de los

residuos libres de cisteinas tuvo lugar durante 30 min en la oscuridad a TA y se acidificé afiadiendo 1 puL de
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acido formico (AF) al 10 % (v/v) para inmediatamente después ser analizada mediante LC-MS/MS. Todos los

reactivos utilizados fueron de Sigma-Aldrich.

2.4 Andlisis mediante LC-MS/MS

El péptido nativo y el péptido reducido y S-alquilado de cada especie fueron cargados en una precolumna
de enriquecimiento de 40 nL empaquetada con particulas 5 um (300SB-Cy3) y con un chip de 300 A (ProtID-
Chip 43 1l, Agilent Technologies), previamente equilibrado en una solucién de TFA al 0.1 % (v/v). Las
muestras fueron desaladas pasando 5 volumenes de la precolumna en el mismo buffer de equilibrio a 2
pL/min. Posteriormente, la precolumna fue acoplada a una columna analitica de fase reversa (75 um x 150
mm) empaquetada con el mismo material mencionado previamente. Los péptidos fueron eluidos a un
flujo constante de 400 nL/min, durante 15 minutos, en un gradiente lineal de 3 — 70 % de una solucién al

90 % de ACN con 0.1 % de AF.

A continuacién, la solucidon en que eluyeron los péptidos fue nebulizada mediante ionizacidon por
electrospray en un sistema QTOF-LC/MS (Accurate Mass quadrupole time-of-flight, G6530AA de Agilent
Techonologies.) utilizando 1900 V de voltaje del capilar, 65 V de voltaje “skimmer™ y 175 V para el
“fragmentor”. Para detectar la masa molecular de los péptidos de interés, se obtuvo un espectro de masa
de alta resoluciéon (m/Am~20,000) para las relaciones masa/carga (m/z) de 300 — 2000 Da en modo MS.
Las energias de colision (CE) fueron ajustadas para obtener una fragmentacion eficiente de los iones
seleccionados de los péptidos de interés después de la reaccidon de reduccidn y S-alquilacion. Los iones
seleccionados para C. ximenes fueron los correspondientes a las cargas 4°, 5" y 6°, mientras que para C.
regularis fueron los correspondientes a las cargas 5%, 6"y 7*. Los espectros de masas fueron adquiridos en
modo positivo y analizados utilizando el software MassHunter Qualitative, Agilent Techonologies
(B.06.00). Los resultados de los espectros ESI-MS/MS fueron interpretados manualmente para extraer una

secuencia parcial.
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2.5 Transcriptomica de la glandula venenosa

La metodologia correspondiente a la colecta de especimenes, extraccion de ARN y su secuenciacion, y el
ensamblaje para la identificacién de conotoxinas se encuentra explicada en las secciones 2.1, 2.2 y 2.3

respectivamente de la Parte | de esta tesis.

2.6 Busqueda en la base de datos y analisis de la secuencia

Los espectros MS/MS de las dos conotoxinas fueron exportados en un archivo mgf y cargados en tres
herramientas de busqueda en bases de datos: MASCOT (Perkins et al., 1999), Protein Pilot (Shilov et al.,
2007) y Peaks (Ma et al., 2003). La finalidad era identificar las conotoxinas de interés en cada una de las
bases de datos de los transcriptomas ensamblados, a partir de los espectros MS/MS de los iones
multicargados de los dos péptidos de interés. En todos los softwares la tolerancia de la masa para el idn
precursor y los iones fragmentados fue de 0.1 y 0.05 Da, respectivamente. No se considerd ninguna
restriccion para la especificidad de enzima proteolitica y los residuos de cisteinas se consideraron
carboamidometiladas y fueron definidas como una modificacion fija en todos los experimentos. Tanto en
el software Protein Pilot como en Peaks, se considerd que la busqueda en la base de datos debia de
considerar todas las MPT frecuentemente encontradas en los conopéptidos (Buczek et al., 2005). En el
caso de MASCOT se utilizaron diferentes combinaciones de sélo 4 variantes de MPT con la finalidad de no

saturar al software.

La interpretacion manual de los espectros MS/MS permitié extraer una sequence tag confiable de cada
conotoxina que fue confirmada tanto como por las series b,, como por las series y”,,. La precision de la
masa (0.01 — 0.02 Da), asi como otros aspectos utilizados en la secuenciacion de novo de péptidos, fueron
considerados en la extraccion de las dos secuencias parciales (Bernaldez et al., 2016; Cabrera et al., 2017).
Con la ayuda del software MASCOT (Perkins et al., 1999), utiizando la opcién de sequence query, se
identificd las conotoxinas de interés en la base de datos de cada uno de los transcriptomas. Las sequence
tags fueron buscadas en ambos sentidos, considerando la posibilidad de que hubieran sido extraidas ya

sea a través de los iones de las series b, o los iones de las series y”,.

La identidad y similitud de las secuencias con otras identificadas en la literatura se realizé utilizando el

programa BLAST contra la base de datos no redundante del NCBI, del UNIPROT y las secuencias reportadas



87

en ConoServer. La identificacion del péptido sefial se calculé con ayuda del servidor de SignalP 4.1,
mientras que la region madura de la conotoxina se determiné al considerar la masa molecular de la

secuencia.

2.7 Verificacion de la secuencia de la toxina I11_xm11a mediante la digestion

triptica y analisis LC-MS/MS

1 yg de la conotoxina 11_xm11a reducida y S-alquilada fue disuelta en 10 pL de buffer de bicarbonato de
amonio 50 mM. Para facilitar la solubilizacidn de la toxina reducida y alquilada, se afiadié cloruro de guanidio
0.5 M al bicarbonato de amonio. Manteniendo un pH 8.3 se afiadié 0.5 pg de tripsina grado secuencia
(Promega). La digestidn proteolitica se llevo a cabo durante 4 hrs a una temperatura de 37 °C. Para detener la
reaccion, la muestra fue inmediatamente congelada a -80 °C y posteriormente liofilizada. Los péptidos tripticos
resultantes fueron disueltos en 10 pL de una solucién de AF al 0.10 % (v/v) y analizadas mediante LC-MS/MS.
Posteriormente los péptidos tripticos fueron analizados de la misma manera que el péptido nativo y el péptido
reducido y S-alquilado (Ver apartado 2.4, Parte lll). Para obtener una fragmentacién eficiente se utilizaron
rampas de energia de colisién predefinidas para los diferentes estados de carga de péptidos tripticos (2%, 3",y

4"). Los datos fueron adquiridos y analizados de la misma manera que en el apartado 2.4 de la Parte III.

Para la verificacion de la secuencia parcial de 11_xm11a, se considerd los posibles cortes generados por la
tripsina. La cisteina carbamidometilada fue definida como una modificacion fija en todos los experimentos.
Tanto en el software Protein Pilot como en Peaks, se considerd que la busqueda en la base de datos debia de
considerar todas las MPT frecuentemente encontradas en los conopéptidos (Buczek et al., 2005). En el caso
de MASCOT se utilizaron diferentes combinaciones de sélo 4 variantes de MPT esto con la finalidad de no

saturar al software.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Purificacion de los péptidos de interés.

El perfil obtenido en la cromatografia de fase reversa del veneno crudo extraido, tanto de C. ximenes como
de C. regularis, indica la presencia de varios componentes peptidicos (Figura 31a y Figura 32a),

demostrando la gran diversidad esperada para los venenos de la familia Conidae.

Bernaldez-Sarabia (2013) identificé que la actividad bioldgica se encontraba en un péptido que eluyé en
un pico especifico en el minuto 39 (sefialado con una flecha en la Figura 31a). Por esta razon se colecto la
fraccion del veneno que se encuentra entre los minutos 35 al 40 del cromatograma (sombreado en gris en

la Figura 31a); para después realizar una repurificacién utilizando un gradiente mas lento (Figura 31b).
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Figura 31. Fraccionamiento mediante RP-HPLC del veneno de C. ximenes. (a) Cromatograma correspondiente al
fraccionamiento del veneno total utilizando un gradiente lineal de 0 a 60 % de solucion B. Los primeros cinco minutos
corresponden a un proceso de desalado de la muestra, la regidn en gris sefiala la fraccidon con actividad anti-MTb y
la flecha indica el péptido purificado. (b) Cromatograma parcial de la repurificacion del péptido con un gradiente
lineal de 22 a 45 % de solucién B. En ambas corridas de RP-HPLC las lineas discontinuas indican el gradiente lineal de

solucion B.
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En el caso de C. regularis se colectd la fraccion que corresponde del minuto 15 al 20 del cromatograma del

veneno total (Figura21a), para después realizar una repurificacién del pico que correspondia al minuto 17

(Figura 21b).
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Figura 32. Fraccionamiento mediante RP-HPLC del veneno de C. regularis. (a) Cromatograma del veneno total
utilizando un gradiente lineal de 0 a 60 % de solucién B. Los primeros cinco minutos corresponden a un proceso de
desalado de la muestra, la regién en gris sefiala la fraccidén a partir de la cual se realizé una repurificaciéon del pico
gue contenia al péptido de interés. (b) Cromatograma parcial de la repurificacién del péptido con un gradiente lineal
de 22 a 45 % de solucién B. En ambas corridas de RP-HPLC las lineas discontinuas indican el gradiente lineal de

solucion B.

3.2 Identificacion de la conotoxina de C. ximenes.

3.2.1 Calculo del nimero de cisteinas.

En el espectro ESI-MS del péptido nativo de C. ximenes se detectaron en m/z de 1028.92, 823.54 y 686.28

tres sefiales intensas asignadas a los iones multicargados con 4%, 5" y 6%, respectivamente (Figura 33). Al
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analizar detalladamente la separacion de los picos de la distribucion isotdpica en la Figura 33, puede
observarse la distribucion isotdpica experimental de los iones [M+6H]®" tanto del péptido nativo (inciso a)
como del péptido carboamidometilado (inciso b). La diferencia en masa entre las sefiales de los picos

monoisotdpicos de los iones multicargados 6" fue de 464.22 Da seglin se muestra a continuacion:
(Am) = 6 = (763.32 — 685.95) * 6 =464.22 Da

Este incremento de masa después de la reduccion y carbamidometilacion puede ser asignada a la presencia

de 8 residuos de cisteina (PM=58) enlazados por cuatro enlaces disulfuros presentes en el péptido 11_xm11a.

464-22/58 = 8 cisteinas
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Figura 33. Espectro ESI-MS del péptido nativo (a) y reducido S-carboamidometilado (b) de la conotoxina 11_xm11a.
En ambos espectros de masas, los recuadros interiores muestran la distribucién isotépica de los iones
correspondientes a [M+6H]6+.
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3.2.2 Obtencion de la sequence tag e identificacidn de la secuencia.

Para poder identificar la conotoxina de interés en la base de datos del transcriptoma de la glandula venenosa,
los iones multicargados (Figura 34) del péptido reducido y S-alquilado fueron fragmentados por CID. Los
espectros MS/MS fueron exportados en formato mgf y evaluado por tres softwares distintos de
identificacién de proteinas en base de datos de secuencias (MASCOT (Perkins et al., 1999), Protein Pilot
(Shilov et al., 2007) y el Peaks (Ma et al., 2003)). Ninguno de los 3 softwares pudo identificar una secuencia
con un valor significativo de su puntuacion. Probablemente, la masa molecular que posee la conotoxina (>
3500 Da) y la posible presencia de multiples aminodacidos basicos, impiden una fragmentacion eficiente del
péptido analizado por la poca disponibilidad de protones mdviles. Teniendo en cuenta estos antecedentes
se decidid interpretar manualmente los espectros MS/MS para extraer una secuencia parcial confiable o

sequence tag.

En el caso de C. ximenes se utilizé el espectro MS/MS del ion precursor [M+6H]®" (Figura 34a, m/z 763.32) y
se extrajo una sequence tag confiable de 10 aminoacidos (y",-y 1,), utilizando los iones simple carga de la
serie y', (333.19, PC*A-L/I-VT-L/I-VC*T, 1447.74, donde C* son las cisteinas carboamidometiladas). Esta
secuencia parcial también pudo ser comprobada en los espectros MS/MS de los iones precursores con carga
3%, 4" y 5" del mismo péptido. La sequence tag (Mann y Wilm, 1994) permitié identificar en la base de datos
del transcriptoma una Unica conotoxina que satisfacia las caracteristicas necesarias para formar parte del
péptido identificado (masa molecular, 8 cisteinas y los aminoacidos secuenciados manualmente). La masa
calculada (4109.69 Da) y la masa experimental (4109.70 Da) para la conotoxina nativa de 37 aminoacidos

coincidia con un margen de error de 2.4 ppm.
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Figura 34. Reduccién y alquilacién de I11_xm11a (a) Interpretacion manual del espectro ESI-MS/MS del ion precursor
[M+6H]6+ (m/z 763.32) de la conotoxina I11_xm1l1la reducida y S-alquilada. El rombo color cian en (a) indica el ion
precursor seleccionado para la fragmentacidn por CID. La sequence tag (333.19, PC*AIVTIV C*T, 1447.74) resaltada
en color rojo fue extraida considerando los iones de simple carga de las series y™, y fue utilizada para identificar la
conotoxina de interés en la base de datos del transcriptoma. (b) Asignacion de los iones fragmentos y”, y b, observadas
en el espectro MS/MS de la conotoxina analizada. Los 8 residuos de cisteinas estan carboamidometilados y se

representan por una C*.

3.2.3 Verificaciéon de 11_xm11a mediante la digestién triptica y analisis LC-MS/MS de los fragmentos

derivados del péptido reducido y S-alquilado.

Para poder verificar la identificacion de esta secuencia, la conotoxina I11_xm11a reducida y S-alquilada fue
digerida con tripsina y analizada mediante LC-MS/MS. El fragmento triptico del péptido 11_xm1l1a,
correspondiente a los aminoacidos del 15 al 36, fue verificado con los iones 3+ (m/z 863.02) y 2+ (m/z

1294.02) en la secuencia de bases del transcriptoma con un score estadisticamente significativo

considerando un FDR (False Discovery Rate) no mayor al 1 %.
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La secuencia del péptido triptico permitié confirmar 6 de los 8 residuos de cisteina esperados para la
conotoxina identificada como 11_xm11a, asi como la secuencia parcial utilizada como sequence tag que se
resalta en rojo (Figura 35). La distribucion isotdpica del péptido triptico muestra una pérdida de la intensidad
para el ion monoisotdpico detectado para m/z 863.02, probablemente esto sea evidencia de un proceso de
deamidacion parcial de la Asn® durante la digestién, lo cual es posible porque existe un sitio probable Asn-
Gly que fue incubado durante 4 h de digestion a 37°C en un pH bésico (Li, 2008; Robinson y Robinson, 20013;
2001b). Cabe mencionar que otros péptidos tripticos localizados en la regién del N-terminal (1-14, Figura
35b) no fueron detectados en el analisis LC-MS/MS probablemente debido a que sus tamafios eran muy
pequefios y a que su hidrofilicidad era incompatible con ser retenidos en la precolumna durante el proceso

de desalado que es requerido en el andlisis.
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Figura 35. Espectro ESI-MS del péptido triptico (15-36) derivado de la reduccién y S-alquilacién de la conotoxina
11_xm11la. (a) regiones ampliadas para el espectro ESI-MS mostrando la distribucién isotépica de los iones (15-36)2Jr
y (15—36)3+. (b) corresponde al espectro ESI-MS/MS del ion doblemente cargados detectados en (a) con m/z 863.02.
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3.2.4 Andlisis de la conotoxina 11_xm11a.

Después de eliminar secuencias repetidas, la base de datos de C. ximenes quedd conformada por un total de
24, 284 secuencias. La identificacion de la conotoxina en la base de datos permitid recuperar la secuencia
completa (region pre, pro y toxina madura), que como se ha mencionado en el transcurso de esta tesis es

sumamente importante para su clasificacion.

La busqueda a través de BLAST nos permitié determinar que el conopéptido aislado de C. ximenes pertenece
a la superfamilia 11 (Buczek et al., 2005) y sus residuos de cisteina se encontraban acomodados de acuerdo
al marco de cisteinas XI (C-C-CC-CC-C-C) reportado por Jimenez et al., (2003). Por lo tanto, de acuerdo a la
nomenclatura establecida para los péptidos aislados de caracoles marinos venenosos (Walker et al., 1999),

se nombro a esta conotoxina como I11_xm11la.

Recordando brevemente, en caso de que la conotoxina haya sido aislada a nivel de proteina, las letras
minudsculas (xm) representan la especie a la que pertenece la secuencia; los numeros arabigos indican el
marco de cisteinas que contiene (11) y el orden de descubrimiento esta indicado por una letra minuscula

ll ”

comenzando con la letra . Ademas, como sugieren Robinson y colaboradores (2014), se incorpora al
nombre de la superfamilia (11) a la que dicha conotoxina pertence. El alineamiento de I1_xm11a con otros
péptidos pertenecientes a la superfamilia 11 con un marco de cisteinas X| puede verse en la Figura 36.
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Figura 36. Alineamiento de I1_xm11a con otros miembros de la superfamilia 11 con marco de cisteinas XI. Los péptidos
sefial y los péptidos maduros estan subrayados en azul y en negro, respetivamente. Los residuos de cisteina estan
resaltados en color amarillo y una barra de porcentaje de conservacion esta representada para cada aminodcido. Las
flechas en rojo indican los tres posibles sitios de procesamiento para el N-terminal de acuerdo al mecanismo propuesto
por Dutertre et al., 2013.



95

3.3 Identificacidon de la conotoxina de C. regularis.

3.3.1 Calculo del niumero de cisteinas.

En el espectro ESI-MS del péptido nativo de C. regularis se detectaron tres sefiales intensas para las m/z de
856.51, 713.93 y 611.79 correspondientes a los iones multicargados de 5%, 6" y 7°, respectivamente. En la
Figura 37 puede observarse la distribucién isotépica experimental de los iones [M+5H]>* tanto del péptido
nativo (Figura 37a) como del péptido carbamidometilado (Figura 37b). Al igual que en el caso de I1_xm11a,
la diferencia de masa de las sefiales de los picos monoisotépicos nos permitio calcular el incremento de masa,
la cual puede ser asignada nuevamente a la presencia de 8 residuos de cisteina enlazados por cuatro enlaces

disulfuros.
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Figura 37. Espectro ESI-MS de la conotoxina O2_rs15a nativa (a) y reducida S-carboamidometilada (b). En ambos
espectros de masas, los recuadros interiores muestran la distribucién isotdpica de los iones correspondientes a los
iones multicargados [M+5H]5+. La diferencia de masa entre el péptido nativo y el péptido reducido y S-
carboamidometilado corresponde a 8 residuos de cisteina.
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3.3.2 Obtencion de la sequence tag e identificacidn de la secuencia

Los iones multicargados (Figura 39) del péptido reducido y S-alquilado fueron fragmentados por CID. Al igual
que en el anélisis de la conotoxina I11_xm11a, los espectros MS/MS fueron exportados en formato mgf y
evaluado por tres softwares distintos de identificacion de proteinas en base de datos de secuencias (MASCOT
(Perkins et al., 1999), Protein Pilot (Shilov et al., 2007) y el Peaks (Ma et al., 2003)). Ninguno de los 3 softwares
pudo identificar una secuencia con un valor significativo posiblemente por las mismas razones que en el caso
anterior (masa molecular > 3500 Da, posible presencia de multiples aminodcidos basicos). Teniendo en
cuenta estos antecedentes se decidié interpretar manualmente los espectros MS/MS para extraer una

secuencia parcial confiable o sequence tag.

La interpretacién manual del espectro ESI-MS/MS del ion precursor [M+6H]®" (Figura 39a, m/z 856.51)
permitio extraer una sequence tag confiable de 10 aminoacidos (1520.65, AGQC*P*QTDSK, 432.20, donde
P* corresponde a una hidroxiprolina y C* a una cisteina carboamidometilada). Utilizando los iones doble
carga de la serie y,"** se pudo confirmar el fragmento de secuencia LEC¥*KC*QA(G, Q)C*P*Q, mientras que
los iones triple carga de la serie y,>" permitieron identificar el fragmento C*C*PNLEC*K (Figura 39a). La
secuencia parcial también pudo ser comprobada en los espectros MS/MS de los iones precursores con carga

5"y 7" del mismo péptido (Figura 39).

En el espectro MS/MS se observé tres sefiales intensas separadas del ion precursor por tres pérdidas
consecutivas de masas de 44 Da (—CO,), lo que sugeria la presencia de tres residuos de acido gamma
carboxiglutamico (Figura 38 y Figura 39b) por ser una modificacién |abil en las condiciones de CID. En el

espectro MS/MS estos residuos se detectan como un residuo de glutamico sin modificar.

La diferenciacion entre los residuos de “Leu/lle, 113.08 Da” y “P*, 113.04 Da” en las posiciones 17 y 29 de la
secuencia se hicieron basandonos en la exactitud de la medicién al calcular las diferencias en masas entre
series y", consecutivas (Figuras 39c y 39d). La presencia de P* presentes en la secuencia fue confirmada
adicionalmente al ser asignados los iones imonios detectados en las m/z 86.09 y 86.04 a los aminoacidos (L/I)

y (P*), respectivamente (Figura 39 a, cy d).
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Figura 38. Estructura del acido glutdmico carboxilado y su transformacién en acido glutdmico en las condiciones de
fragmentacién por CID debido a la pérdida parcial de su cadena lateral al eliminar CO2.

La sequence tag (Mann y Wilm, 1994) permitié identificar en la base de datos del transcriptoma una unica
conotoxina de 37 aminodcidos que contenia dicha secuencia parcial con 8 cisteinas y al menos dos prolinas
con 3 residuos de acidos glutamicos gamma carboxilados. La masa experimental y la calculada coincidian

(con un error de 2ppm) sélo al considerar que tanto el carboxilo como el amino terminal estaban libres.
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Figura 39. Espectro ESI-MS/M de 02_rs15a reducida y S-alquilada. (a) Regidn expandida correspondiente al m/z
86.00-86.20 donde se aprecian los iones immonium de la Leu/lle (m/z 86.10) y de la hidroxiprolina (P*, m/z 86.05)
(b) Regidon expandida (m/z 764.5-793) del espectro que se muestra en (a) y que contiene la region cercana al idn
precursor ([M+6H]6+=790.96, sefialado por el rombo azul). Las sefiales que se marcan con un asterisco son
ocasionadas por la pérdida de una molécula de —CO,. Las regiones expandidas en (c) y en (d) muestran la presencia
de dos residuos de PO (PM=114.03-113.05 Da) localizas en las posiciones 17 y 29 del péptido identificado.
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Alguna de las secuencias parciales antes mencionadas pudieron ser corroboradas al interpretar los

espectros MS/MS de los otros estados de cargas de la toxina analizada como se muestra en la Figura 40.
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Figura 40. E| espectro ES-MS/MS que se muestra en (a) y en (b) corresponde a los iones 5"y 7* del péptido rsi5a. El
rombo cian en ambos espectros MS/MS representa el ion precursor fragmentado en el experimento de CID. (c)
Asignacion de la estructura primaria asignada para los iones fragmentados de las series y”, y b, observadas en el
espectro MS/MS. Los 8 residuos de cisteinas estan carboamidometilados y se representan por una C*. P* y vy
representan residuos de hidroxiprolina y acido glutamico carboxilado, respectivamente. El grupo amino y carboxilo en

la toxina identificada se encuentran libres.

3.3.3 Analisis de la secuencia identificada

Utilizando la sequence tag se recuperd la conotoxina completa en la base de datos de C. regularis, que tenia

un total de 163, 872 secuencias. La secuencia fue clasificada como miembro de la superfamilia 02 (Zhangsun
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et al., 2006), dicha clasificacion se realizé con ayuda del programa de pHMM de la Parte | de esta tesis. Sus
residuos de cisteinas presentaban un acomodo idéntico a el marco de cisteinas XV (Zhangsun et al., 2006) y
por lo tanto al ser la primera conotoxina de esta especie con dicho acomodo de cisteinas fue nombrada como
02_rs15a. Se realizé un alineamiento de O2_rs15a con otras conotoxinas de la superfamilia O2 con el miso

marco de cisteinas (Figura 41).

20 40 60 80

| | | |
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Rt15a MEKLTILILVATVLLAIQVLVOSDGEKPLKGRVKQNAAKRLSALLRGPRECTPMHRACEEDEFCCPNIECKCSNNPDCOSCYKC-RP 86
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Figura 41. Alineamiento del péptido O2_rs15a con otros miembros de la superfamilia 02 con marco de cisteinas XV.
Los péptidos sefial y los péptidos maduros estan subrayados en azul y en negro, respetivamente. Los residuos de cisteina
estan resaltados en color amarillo y una barra de porcentaje de conservacion esta representada para cada aminodcido. La
flecha en rojo indica el sitio de corte de la conotoxina.
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Capitulo 4. Discusion

Se ha demostrado que los componentes del veneno de los conidos tienen un alto potencial como agentes
terapéuticos y farmacoldgicos. El método tradicional para identificar conotoxinas se ha basado en el
fraccionamiento del veneno crudo y repurificacién de sus componentes generando dos pasos sumamente
importantes: primero es necesario evaluar el veneno en ensayos de bioactividad y segundo caracterizar
por completo aquella conotoxina que haya tenido resultados favorables. Estos procesos requieren de
tiempo, mucho esfuerzo y de regresar continuamente al veneno puro que es dificil de conseguir. Las
nuevas propuestas de identificacion se enfocan en métodos (transcriptdomica y protedmica) que permitan
obtener secuencias de manera masiva, sin embargo ¢qué sucede cuando tenemos multiples secuencias,
pero desconocemos como pueden ser aprovechadas? En este trabajo se propone que es necesario
combinar la metodologia tradicional que se ha realizado durante los ultimos 50 afios con los nuevos
avances que permiten conocer secuencias completas en un tiempo mucho mas breve al anterior como es

el caso de la secuencia del transcriptoma.

I1_xm1lla es una conotoxina que presenta actividad antimicobacteriana, efecto nunca antes reportado
para la familia Conidae, con un valor de MIC (3.0 uM) comparable con los farmacos antifimicos utilizados
en la actualidad. 11_xm11a es tres veces mas potente que EMB (MIC 9.8 uM) utilizado en la terapia actual
y se mantiene en un rango similar al de INH (MIC 0.45 pM). Existen otros trabajos que se han enfocado en
la identificacion de extractos bioldgicos de fuentes marinas con actividad anti-tuberculosis (Niederweis,
2008); no obstante solo muy pocos logran conseguir aislar una sola molécula y mucho menos secuenciarla.
I1_xm1lla plantea la pregunta si existen otras conotoxinas de otros miembros de la familia Conidae que

presenten la actividad Mtb.

La identificacion de 11_xm1layde O2_rs15a no hubiera sido posible sin la presencia de sus transcriptomas.
No fue posible recuperar la secuencia completa de la toxinas mediante la interpretacion del espectro
MS/MS: ni tratando de reducir y alquilar el péptido, ni por sus fragmentos tripticos. En ocasiones, en el
caso de las conotoxinas, sélo es posible secuenciarlas parcialmente por espectrometria de masas y es
necesario destacar que esto no resulta suficiente para la identificacién en las bases de datos utilizando los
programas de busquedas que existen hasta la fecha. Estos programas estan optimizados para la
identificacion de péptidos tripticos y no para las conotoxinas que difieren en cuanto a su longitud, el

numero de residuos basicos y el nimero de protones moviles.
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En este trabajo se confirma la utilizacién de sequence tags, combinado con la transcriptdomica, como una
manera eficiente y relativamente rapida para la identificacion de conopéptidos. Estas moléculas son
secuencias no indicadas para ser fragmentadas con CID pues presentan una alta tasa de MPT incluyendo
algunas que son labiles en las condiciones como es el caso del acido gammacaboxiglutamico y el material
es dificil de obtener. En las ultimas 3 décadas, alrededor de 1400 secuencias de conopéptidos han sido
aisladas de 92 especies diferentes de cénidos , pero sélo 210 péptidos han sido validados a nivel de
proteina (Dutertre et al., 2013). En este capitulo se presentan dos secuencias: una con actividad determinada
y otra de la que se desconoce cual es su funcion o sobre qué blanco molecular podria estar actuando. Esto pone
en evidencia que la bioprospeccion o el método tradicional de descubrimiento de conotoxinas no puede ser

dejado totalmente de lado.

Aguellos miembros de la superfamilia I1 que han sido completamente caracterizados, son conocidos por
su actividad excitatoria (Jimenez et al., 2003); especificamente por su afinidad a los canales de Na*
dependienes de voltaje (Buczek et al., 2007; Fiedler et al., 2008). Aunque el alineamiento con BLAST
permitié clasificar a I11_xm11a dentro de la superfamilia I1, vale la pena mencionar que la regién de la
toxina Unicamente presenta similitud con aquellos miembros de esa superfamilia que alin no han sido
caracterizados (Figura 36). Las secuencias utilizadas para realizar el alineamiento también presentaban el
marco de cisteinas Xl, y fueron las siguientes: Ep11.1 que corresponde a una conotoxina de Conus
episcopatus, Tx11.3 que pertenece a Conus textile, Vc11.4 a C. victoriae y Mr11.2 a Conus marmoreus. La
divergencia de la secuencia de I11_xm11a con aquellos miembros de la superfamilia I1 descritos hasta la
fecha, sugiere que la conotoxina probablemente presente un blanco molecular distinto al de los canales
de Na' dependientes de voltaje en las membranas celulares. Ademads, como se pudo ver en la Figura 36, la
longitud de la toxina madura I1_xm11a difiere en la longitud que fue predicha para el resto de las toxinas
(Ep11.1, Tx11.3, Vc11.4 y Mrl11.2). Estas conotoxinas homalogas sdélo han sido identificadas a nivel de cDNA,
por lo tanto, la region de la toxina madura fue predicha utilizando los sitios de corte R/K que presentan otros
conopéptidos. El mecanismo llamado Procesamiento Variable del Péptido (VPP, por sus siglas en inglés), que
ayuda a entender la diversidad tan excepcional de conopéptidos en el veneno de los cénidos, propone que los
conopéptidos pueden ser procesados de manera diferente tanto en su amino como en su carboxilo terminal.
Estas posibles variantes corresponden a procesamientos alternativos en los sitios de corte R/K que se presentan
en la secuencia. En el caso de I1_xm11a existen tres posibles sitios de corte en las argininas ubicadas hacia el
extremo del amino (flechas rojas, Figura 36), por lo que identificamos una de las 3 posibles variantes de
procesamiento de dicha conotoxina. El VPP, asi como las MPT, son un indicador de la economia celular que
posiblemente estén realizando los cénidos a la hora de sintentizar los miles de conotoxinas que componen su

veneno a partir de un mismo mRNA (Vazquez-Laslop y Mankin, 2014).
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Por otro lado, la mayoria de las conotoxinas de la superfamilia O2 presentan un arreglo de cisteinas VI/VIl o
XV, no obstante sélo las conotoxinas que presentan el arreglo VI/VII han sido caracterizadas a nivel de
proteina y algunas han mostrado actividad especifica en canales neuronales de moluscos (no presentan
efecto en otros organismos como mamiferos o larvas) (Robinson y Norton, 2014). Las conotoxinas
caracterizadas de la superfamilia O2 se han clasificado como y-conotoxinas porque presentan acidos gamma-
carboxiglutamicos. También se han reportado conotoxinas de esta superfamilia con hidroxiprolinas y
bromotriptéfanos en la misma secuencia. 02_rs15a es probablemente la primera conotoxina de esta
superfamilia con un marco de cisteinas XV en ser identificada a partir del veneno total. 02_rs15a, al igual que
otros miembros de la superfamilia 02, presenta y-carboxiglutamicos e hidroxiprolinas. O2_rs15a ha sido
probada sobre canales “pacemakers” pero no se obtuvieron resultados positivos por lo que hasta la fecha se
desconoce el blanco molecular sobre el que pueda estar actuando. No obstante, cabe la posibilidad de que

al igual que otros miembros de la superfamilia 02, sélo actue sobre canales especificos de moluscos.
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Capitulo 5. Conclusiones

e Lautilizacion de sequence tags para obtener una secuencia completa en una base de datos, creada
a partir de un transcriptoma, es un método confiable y eficiente; permitiéndonos aislar dos
conotoxinas a partir del veneno total de dos especies de cénidos.

e |1 xmlla, una conotoxina con actividad antifimica, es la primera secuencia de Conasprella
ximenes reportada. La secuencia pudo ser verificada tanto con la secuencia parcial como con los
péptidos tripticos.

e 02 rs15a, una conotoxina con un elevado numero de MPT, es la segunda conotoxina de Conus
regularis en ser identificada. Presenta ocho residuos de cisteinas, dos hidroxiprolinas y tres
residuos de acido gamma carboxiglutdmico. Ademas, es la primera conotoxina con el marco de

cisteinas XV identificada para la superfamilia O2 a nivel de proteina.
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Anexo 1. Construccion de los pHMM
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Figura 42. Flujo de trabajo para la anotacién de las conotoxinas en las diversas superfamilias de genes utilizando
pHMMs de un transcriptoma de la glandula venenosa de un miembro de la familia Conidae. Creado por M.C. Jesus
Armando Beltran Verdugo.

Este Anexo esta basado en el reporte generado por el M.C. Jesus Armando Beltran Verdugo. En primer
lugar, se construyd una base de datos que permitiera fabricar los perfiles. Se recuperaron las secuencias
de conopéptidos de la base de datos ConoServer y sélo se utilizaron aquellas que estuvieran completas
(secuencias que contenian el péptido pre, pro y maduro). Las secuencias fueron agrupadas por
superfamilias de genes (clasificacion proporcionada por ConoServer y se les sumaron 6 secuencias de las
superfamilia J de Biggs (Biggs et al., 2010). En total quedaron 1961 secuencias (Tabla 17). Posteriormente
se realizd un alineamiento multiple de las secuencias por cada superfamilia de genes. Se utilizé el programa
MAFFT (Katoh & Standley, 2013) versidén 7 con la estrategia L-INS-i con un maximo de 1000 iteraciones.
Con el objetivo de automatizar el alineamiento multiple de las secuencias por superfamilia se cred un script
gue recibe como entrada la direccidon de los archivos fasta y la direccién donde se almacenaran los
alineamientos multiples de salida. El script da como salida un archivo con extension *.aln por cada archivo
fasta de entrada. A continuacién, se crearon los pHMM para cada superfamilia de genes. En este paso se
utilizé la herramienta hmmbuild del programa HMMER version 3.0, que permite construir el pHMM. De la

misma manera que en el paso anterior se cred un script que creaba de manera automatica un pHMMs por
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cada superfamilia de genes. Posteriormente se cred un script para concatenar todos los pHMMs en un sélo
archivo. Después se realizo la anotacion de la superfamilia de genes con los pHMMs creados. Los pHMMs
son usados para buscar y anotar los conopéptidos a partir de un conjunto de secuencias de aminoacidos,
gue en este caso son las bases de datos creados a partir del transcriptoma. A estas bases de datos se le
eliminaron las secuencias no redundantes con un programa llamado fastaRD.java (creado también por
M.C. Jesus Armando Beltran Verdugo). La herramienta hmmsearch del programa HMMER (version 3.0) fue
utilizada en las secuencias no redundantes del transcriptoma. Esta herramienta entrega aquellas
secuencias que empataron con al menos un pHMM (Figura 42). Se establecié un e-value con valor de 0.011

como un umbral para clasificar las conotoxinas dentro de una superfamilia.

Tabla 17. Resumen de las secuencias de conopéptidos recuperadas de ConoServer.

Superfamilia | Nro. secuencias | Superfamilia | Nro. secuencias Superfamilia Nro. secuencias
A 247 JBiggs 6 Divergent_M---L-LTVA 9
B1 18 K 4 Divergent_MKFPLLFISL 1
B2 2 L 15 Divergent_ MKLCVVIVLL 3
B3 1 M 440 Divergent_ MKVAVVLLVS | 1
C 4 N 33 Divergent_ MRCLSIFVLL 2
D 29 01 566 Divergent_ MRFLHFLIVA 1
E 1 02 136 Divergent_ MRFYIGLMAA | 3
F 2 03 42 Divergent_ MSKLVILAVL 1
G 1 P 12 Divergent_ MSTLGMTLL- | 6
H 10 Q 22 Divergent_ MTAKATLLVL | 1
11 25 S 19 Divergent_ MTFLLLLVSV 1
12 61 T 224 Divergent_ MTLTFLLVVA | 1
13 9 Vv 2

J 29 Y 1
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Anexo 2. Articulo publicado

Figueroa-Montiel, A., Ramos, M. A., Mares, R. E., Duefias, S., Pimienta, G., Ortiz, E., ... Licea-Navarro, A. F.
(2016). In Silico Identification of Protein Disulfide Isomerase Gene Families in the De Novo Assembled
Transcriptomes of Four Different Species of the Genus Conus. Plos One, 11(2), e0148390.
http://doi.org/10.1371/journal.pone.0148390
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Anexo 3. Graficas de la calidad de las secuencias
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Figura 43. Grafica de calidad por base para la secuenciacion con el cebador R1 (izquierda) y con el cebador R2
(derecha) de C. californicus.
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Figura 44. Grafica de calidad por base para la secuenciacion con el cebador R1 (izquierda) y con el cebador R2
(derecha) de C. regularis.
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Figura 45. Grafica de calidad por base para la secuenciacion con el cebador R1 (izquierda) y con el cebador R2
(derecha) de C. mahogani.
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Figura 46. Contenido de bases a lo largo de la secuencia correspondiente al cebador R1 y R2 de C. mahogani.
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Figura 47. Contenido de bases a lo largo de la secuencia correspondiente al cebador R1 y R2 de C. ximenes.
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Figura 48. Contenido de bases a lo largo de la secuencia correspondiente al cebador R1y R2 de C. californicus.



119

100

a0
70
60
S0

40

20

10

123456736 11 13 15 17 18 21 23 25 27 20 31 33 35 37 30 41 42 45 47 4¢ 51 53 55 57 50 6L 63 63 67 60 71
Posicién en la lectura (pb)

Figura 49. Contenido de bases a lo largo de la secuencia correspondiente al cebador R2 de C. regularis.

4000000 Conteo G'C' por [e;tura
Distribucion Teérica

3500000
3000000
2500000
2000000
1500000

1000000

500000

02468 11 15 16 23 27 31 35 3¢ 43 47 5L 55 58 63 67 71 75 79 83 37 &L @5 a0
Contenido promedio de GC (%)

Figura 50. Distribucién GC de la secuenciacion con el cebador R2 para la especie C. californicus.
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Figura 51. Distribucién GC de la secuenciacidn con los cebadores R1 y R2 para la especie C. ximenes.
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Figura 52. Distribucién GC de la secuenciacidn con los cebadores R1 y R2 para la especie C. mahogani.
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Figura 53. Distribucién GC de la secuenciacion con los cebadores R1 y R2 para la especie C. regularis.



