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RESUMEN de la tesis de Oscar Martinez Galvan, presentada como requisito
parcial para la obtencion del grado de MAESTRO EN CIENCIAS en ciencias de la
vida con orientacion en Biotecnologia Marina. Ensenada, Baja California.
Noviembre del 2010

Caracterizacion Bioquimica del Veneno del Caracol Marino Conus regularis

Resumen aprobado por:

Dr.Alexei Fedérovish Licea Navarro
Director de Tesis

Los caracoles pertenecientes al género Conus producen venenos que por su
composicion, estructura y funcion, son altamente sofisticados, estan constituidos
por moléculas pequefias de 10 a 40 aminoacidos y pueden tener hasta 200
componentes peptidicos en su veneno; actlan sobre blancos moleculares
especificos y presentan modificaciones post-traduccionales en su estructura, lo que
les proporciona estabilidad y algunas de ellas, estan involucradas en su funcion.

En el presente trabajo, se caracterizaron bioguimicamente los componentes
mayoritarios del veneno de Conus regularis, que habita en el Golfo de California, lo
que permitira ofrecer nuevos recursos farmacoldgicos para el estudio de canales
i6nicos. EIl veneno fue fraccionado por HPLC-RP, obteniendo siete componentes
mayoritarios, los cuales fueron purificados y sometidos a espectrometria de masas,
las fracciones en un rango de 1500 a 13000 Da. Se realizé la secuenciacién de
aminoacidos de una de ellas, CR20a. La secuencia nos indica que es componente
peptidico de 38 aminoacidos, con un arreglo de cisteinas descrito para la
superfamilia de la O-conotoxinas, con posible blanco molecular sobre canales de
Ca®". A este compuesto se le propone nombrarlo Re6a.

Palabras Clave: Conus regularis, veneno, espectrometria de masas, conotoxina,
modificacion postraduccional.



ABSTRACT of the thesis presented by Oscar Martinez Galvan as a partial
requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in Life Sciences with
orientation in Marine Biotecnhology. Ensenada, Baja California, México. November
2010.

Biochemical Characterization of the Marine Snail Venom Conus regularis

The venom of the Conus snalils, is a highly sophisticated compound by means of its
composition, structure and function. The venom contains small molecules from 10 to
40 amino acids, and about 200 different peptide components, these peptides, can
act on specific molecular targets and present post-translational modifications on its
structure, which gives them stability and in some cases, their function depend on
these modifications.

In the present study, we have done the biochemical characterization of the major
components of venom from Conus regularis, a snail from the Gulf of California, this
will allow new pharmacologic resources for the study of ion channels. The venom
was fractionated by RP-HPLC, we get seven main components, and they were
purified several times and subjected to mass spectrometry. Their molecular weight
were around 1500 to 13000 Da. A protein sequence analysis was done for CR20a.
The protein sequence indicates that CR20a is a 38 amino acids peptide, with a
Cysteine arrangement which corresponds to the O-superfamily conotoxina, which
probably act on Ca** ion channels. Re6a is a proposal name for this compound.

Keywords: Conus regularis, venom, mass spectrometry, conotoxin, post-
translational modification
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I. INTRODUCCION

Algunos organismos producen arsenales toxicos conformados por una serie de
compuestos farmacolégicamente activos, que pueden tener pesos moleculares
bajos hasta proteinas con pesos moleculares elevados (Aneiros y Garateix, 2004;
Fusetani, 2009). Los venenos de estos organismos pueden estar compuestos por
enzimas, proteinas, esteroides, alcaloides, lipidos, entre otros (Russell, 1984) y
afectan el funcionamiento de sistemas como el neuromuscular y cardiovascular, asi

como tejidos y algunos 6rganos (Eble, 2010, in press).

Estos compuestos cumplen un rol fundamental en la supervivencia de los animales
que los producen, ya que son utilizados para atacar a sus presas, como defensa de
sus depredadores, como antibiéticos unicelulares (caso especifico de organismos
filtradores como esponjas) o para evitar la competencia de especies con las que
cohabita (Jiménez, et al, 2007).

De estos compuestos, s6lo una pequefia porcién (menos del 1%) de las moléculas
gue presentan alguna actividad, han sido identificadas y caracterizadas, y aln mas,

una cantidad mucho menor es conocida a nivel gendmico (Ménez, et al. 2006).

Dentro de estos organismos productores de toxinas, los caracoles del género
Conus llaman la atencién por las caracteristicas de sus compuestos peptidicos,
debido a la especificidad en sus blancos moleculares y su posible uso potencial, ya
sea para su sintesis 0 manipulacién en la busqueda de nuevos compuestos de

interés farmacéutico.



.1 ANTECEDENTES

|.1.1 Biologia del Género Conus

El género Conus forma parte de la familia Conidae. Se estima que existen
alrededor de 500-700 especies, pueden coexistir hasta 20 especies en la misma
area. Los miembros pertenecientes a este género son carnivoros (Figura 1). Su
distribucion geografica comprende zonas tropicales, principalmente en los Océanos
Pacifico e indico, aunque pueden encontrarse, también, en el Atlantico, Golfo de
México y Mar Caribe (Diaz et al., 2005). Un caso especial es Conus californicus,
gue habita en zonas frias de California, Estados Unidos y Baja California, México
(Stewart y Gilly, 2005). El habitat de estos organismos puede ser diverso, ya que se
encuentra en zonas rocosas, fondos arenosos o de lodo, arrecifes de coral y pastos

marinos (Diaz et al., 2005).

Figura 1. Ejemplares del género Conus. Coleccion privada del laboratorio de Biotoxinas de
Centro de Investigacion Cientifica y Estudios Superiores de Ensenada.



La dieta de Conus es mas especializada en regiones donde cohabitan mas de una
especie, mientras que en lugares donde se encuentra una sola especie es mas
generalizada. Los caracoles que son especialistas, presentan habitos muy
marcados, ya que son nocturnos por lo que descansan bajo las rocas o se entierran
bajo el sustrato durante el dia. Cada especie tiene preferencias alimentarias bien
definidas, por lo que no puede presentarse competencia interespecifica (Purchon,
1977).

La mayoria de los caracoles de este género son vermivoros, es decir, se alimentan
de gusanos, siendo su dieta principal los poliquetos. Se sabe que el diente radular
no es utilizado para sostener a la presa, sino que varios caracoles de la misma
especie pueden congregarse y alimentarse de la misma presa. Otras especies de
Conus se alimentan de otros gastropodos, opistobranquios, cefaldpodos, bivalvos,
e incluso de otras especies de Conus. Estos organismos son denominados

moluscivoros (Purchon, 1977; Olivera, 1997).

Los conos moluscivoros llenan su diente radular con el veneno, el cual dispara
sobre su presa, quedando paralizada inmediatamente, mientras que el cono coloca
su boca expandida contra el orificio de la concha de su presa y remueve la carne
de ésta, que posiblemente sea desecha por la accién del mismo veneno o por
jugos digestivos regurgitados de la boca de caracol sobre su victima (Purchon,
1977, Olivera, 1997).

Las especies que se alimentan de peces, denominados piscivoros, detectan a su
presa por medio de quimiorreceptores. Una vez situada la presa, éstos inyectan al
pez con su radula como si fuera un arpon inyectando el veneno. Una vez que es
paralizada la presa, el caracol expande su boca hasta 2 cm de diametro, para
ingerir a su presa, empezando por la cola (Khon, 1956; Purchon, 1977).
Posiblemente el pez es digerido en el eséfago por accion de enzimas. Se ha

descrito que también pueden alimentarse de hemicordados y equiuridos (Olivera,



1997; Espiritu, et al. 2001), aunque una especie de este género, C. californicus, se
alimenta de los tres tipos de presas reportados para este género (Stewart y Gilly,
2005), ademas, puede depredar crustaceos, en particular camarones (Biggs et al.
2010).

|.1.2 Aparato venenoso del Género Conus

Todos los caracoles pertenecientes al género Conus presentan un aparato

venenoso caracteristico (Figura 2).

Glandula venenosa

Saco radular

T Glandula salival
Arpon Eso6fago

Proboscis

Figura 2. Esquema general del aparato venenoso de Conus (Infografia tpcm, cortesia de
Toxinomic Fundation, Genava, Suiza. In Favreau y Stdklin, 2009).



El sistema bucal consiste de dientes radulares que estan elongados en forma de
arpon hueco por donde inyecta a su presa, en el interior de un “carcaj” en la base
de la proboscide. El veneno es secretado y almacenado en un ducto que puede
llegar a ser varias veces mas largo que la concha del animal y el cual se abre
dentro del limen de la proboscide (Figura 3). La terminacion distal del ducto
venenoso es cerrada y forma un ducto alargado y muscular que al contraerse
proyecta el veneno cuando el animal golpea a su presa. Algunas especies tienen
una proboscide distendible, con la cual introducen a su presa donde es atacada
con el arpon. El diente radular se usa una vez, si el ataque es exitoso, el diente es
tragado entero junto con la presa, pero si falla en el ataque, el diente es desechado
y un nuevo diente es montado listo para otro ataque (Purchon, 1977; Norton y
Olivera, 2006).

Figura 3. Morfologia del aparato venenos del género Conus. En la parte superior se observa
su estructura: Bulbo venenoso (vb), ducto venenoso (vd), saco radular (rs), radula (h), faringe
(p) y proboscis (pr). En la parte inferior se muestra el diente radular modificado en arpon
(Olivera, 1997).



1.1.3 Especie en estudio Conus regularis (Sowerby, 1833)

Conus regularis presenta una concha alargada y delgada, con una longitud de 38-
59 mm y un diametro de 18-32 mm. Se observa una espiral alta de 8-9 vueltas y las
suturas bien marcadas, blancas y con ornamentaciones lineales de tonos castafio
amarillento (Dall, 1910). La abertura es blanca y el labio externo esta curvado hacia
el frente (Figura 4). Habita en la zona intermareal en lugares rocosos y llega a
encontrarse en profundidades de 90 m (Kerstitch y Bertsch, 2007). Se distribuye
desde Bahia Magdalena en Baja California, Golfo de California hacia el sur de
Panama, aunque se considera que llega hasta Peru (Keen, 1971; Gonzalez-
Villarreal, 2005;).

En cuanto a su alimentacién, no se ha descrito, sin embargo se estima que se

alimenta de gusanos, por el tipo de habitat en el que se encuentra.



Figure 4. Ejemplar de Conus regularis. Colectado en Bahia de los Angeles, Ensenada, Baja
California. Septiembre 2009 (izquierda). Imagen de la radula de C. regularis. Laboratorio de
Biotoxinas Centro de Investigacién Cientifica y Estudios Superiores de Ensenada, Baja
California. 2008 (derecha).

[.1.4 Generalidades del Veneno de Conus

El veneno de Conus muestra una gran variedad de toxinas que pueden llegar a
centenares, asi también, cada especie tiene la capacidad de expresar cerca de 100
a 200 péptidos diferentes en su veneno, cada secuencia del péptido diverge de
forma rapida, asi, el complemento del péptido de una especie difiere al de otra
especie del mismo género. Por lo que, se estima que existen cerca de 50,000
péptidos diferentes que pueden ser expresados en el veneno de estos organismos
(Espiritu, et al., 2001). El hecho de que Conus requiera de tantos compuestos en

su veneno puede deberse a tres propdsitos principales: la captura de su presa, la



defensa contra depredadores y evitar la competencia con otros organismos
(Olivera, 1997, 1999).

Por tal motivo, una estrategia que presenta este grupo de caracoles,
especificamente en la alimentacion, es la combinacion de multiples compuestos
que actian de manera sinérgica para paralizar a su presa. Esto se conoce como
“toxinas cabales” que son un grupo de péptidos con un mismo fin y que actdan
conjuntamente para obtener el mismo efecto final. Asi las toxinas que causan un
choque excitotoxico se conocen como “lightning-strike cabal” mientras que las que
causan bloqueo neuromuscular se denomina “motor cabal” (Olivera, 1997, 1999).
Otras especies pueden presentar toxinas cabales, tal es el caso de C. geographus,
que tiene un grupo de toxinas denominado “nirvana cabal”’ el cual provoca un

estado de relajacion en la presa (Olivera y Cruz, 2001).

El veneno puede presentar dos tipos de compuestos que se encuentran
clasificadas en familias y superfamilias, en las cuales comparten caracteristicas
como presentar enlaces disulfuro, una secuencia N-terminal altamente conservada

y un modo de accién similar.

Es asi como se pueden clasificar en dos grupos (Terlau y Olivera, 2004):

Conopéptidos: que presentan un enlace disulfuro (Conopresinas y contrifanos) o
gue carecen de enlaces disulfuro (Contalucina, Conantocina o Conorfamida).

Conotoxinas: que presentan multiples enlaces disulfuro. Pueden contener entre 10

a 30 aminoacidos.

El veneno de Conus también presenta componentes proteinicos con propiedades
de fosfolipasas de tipo A, como Conodipina-M y componentes no peptidicos como

serotinina y acido araquiddico (Mcintosh et al. 1995,1999).



[.1.4.1 Nomenclatura

La nomenclatura de los conopéptidos esta compuesta de un nombre, seguida de la

primera letra de la especie: Contulacina-G, aislada de C. geographus

En el caso de las conotoxinas, se nombran de dos formas:

1. Si se conoce el mecanismo de accion, se nombran con una letra griega que
indica la familia de la cual proviene el péptido, es decir, su accién
farmacoldgica, seguida de un guién y la palabra ‘conotoxina’, una o dos
letras que denotan la especie de la que se aisld el veneno, un namero
romano que representa los patrones de Cisteinas del compuesto (Tabla I), y
por ultimo, una letra capital, para determinar la variante del péptido (Olivera
y Cruz, 2001).

2. Si se desconoce su blanco molecular, se escriben dos letras capitales para
indicar de que organismo proviene el veneno, un numero arabigo que
designa el patron de cisteinas y una letra que denomina la variante, la cual

esté escrita en letras minusculas (Olivera 'y Cruz, 2001).



10

Table I. Estrategia para nombrar conotoxinas. (Oliveray Cruz, 2001).

Arreglo de cisteinas Familia farmacoldgica
Superfamilia
Patron Asignacion Asignacion Accion
cc-c-C lo1l a Antagonista competitivo de
receptores de ACh

A CC-C-C-C-C Vo4 aA Antagonista competitivo de
cc-c-C-C-C Vo4 KA receptores de ACh

Inhibidor de canales de K*
cc-c-c-cc o3 U Bloqueador de canales de Na"

M cc-c-c-cc o3 w Antagonista no competitivo de

receptores de ACh
C-C-cc-Cc-C Vio6 w Bloquea canales de Ca*"
C-C-Ccc-Cc-C Vilo 7 w Bloquea canales de ca*

@] C-C-Cc-C-C Vilo 7 K Inhibe canales de K*
C-C-CC-C-C Vilo 6 0 Retarda la inactivacién de VSSC
C-C-cc-c-C Vilo 6 uo Bloguea VSCC

P -C-C-C-C-C-C- IX09 Desconocido
C-c-c-c-c-c-C-

S Vilu 8 o Receptor de 5-HT;

Cc-c-C
T -CC-CcC- Vob Desconocido

[.1.5 Conotoxinas

Las conotoxinas son péptidos pequefios de 10 a 30 aminoacidos, aunque se han
descrito conotoxinas de hasta 49 aminoacidos (Chen et al, 2008). Presentan
residuos de cisteinas (4 o 6, incluso llegan hasta 10) en posiciones bien definidas,
pueden encontrarse juntas o separadas por uno a seis aminoacidos, presentan de
uno a cuatro enlaces disulfuro lo que le proporciona una rigidez crucial para la

actividad biologica (Olivera, 1997).
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1.1.5.1 Precursor peptidico

Cada una de las conotoxinas descritas hasta el momento, esta codificada por un
ARNmM y que el producto de la traduccion original de los genes de estas toxinas
estdn compuestos en muchos casos de un péptido sefal, un pro-péptido y una
toxina madura en la region del C-terminal (Han et al. 2008). La traduccion de estos
compuestos peptidicos empieza como un precursor pre-propéptido (Figura 5), de
70 a 120 aminoécidos, el cual tiene una secuencia sefal (region “pre”) en la region
N-terminal, con un tamafo estimado de 20 aminoacidos; seguida de una region
“pro”, con aproximadamente 40 aminodacidos; una secuencia de reconocimiento
proteolitico denominada seccibn XR, que da paso a la toxina madura que se
encuentra en la regién del carboxilo terminal, representada por 10 a 30
aminoacidos en promedio. (Craig, et al. 1999; Olivera y Cruz, 2001; Becker y
Terlau, 2008).

La diversidad de los péptidos de Conus esta dada por la hipermutacién en la toxina
madura, generando nuevas secuencias de péptidos en el veneno y solo
manteniendo el arreglo de cisteinas y los enlaces disulfuros que se forman entre
ellas (Olivera y Cruz, 2001).
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Precursor Peptidico
Pre-propéptido
1 120
N COO
1 20-
I Region Pre
N COO
31 70-
N COO
I Sec. XR
N  COO
85 120
Toxina madura
N COO

Figura 5. Esquema del precursor peptidico (Oman y Van der Donk, 2010).

[.1.5.2 Clasificacion de las conotoxinas

Las conotoxinas se encuentran clasificadas dentro de superfamilias, compartiendo
caracteristicas como la presencia de su enlace disulfuro, una secuencia precursora
en el N-terminal altamente conservada y un modo de accion similar. Las
superfamilias se subdividen en familias que se caracterizan por tener blancos
funcionales sobre los que actian, que pueden ser canales idnicos dependientes de
voltaje, canales ionicos dependientes de ligando, receptores nicotinicos de
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acetilcolina, asi como, por las propiedades farmacologicas que presentan (Figura 6.
Jones y Burlaj 2000, Terlau y Olivera, 2004; Becker y Terlau, 2008).

Se han reportado nueva superfamilias L, J y D (Yuan, et al. 2008). La superfamilia
V, descrita por Peng et al. (2008), con una conotoxina (vil5a) purificada del veneno

del caracol Conus virgo presenta un arreglo de cisteinas unico (C-C-CC-C-C-C-C).



VIV

C-C-CC-C-

Na

no

Ca

Carentes de

Conopéptidos

Escasos enlaces
disulfuro

S-S
Contulacina Conantocina Conofarmida
Receptor Receptor Receptor
neurotencinan NMDA Rfamida (?)
Ricos en enlaces
disulfuro
- <]
1] 11 v VII

CC-C-C- Cc-C-C CcC-C-C-C- C-C-c-c-c-c-c-Cc-
Na CnACh K RnACh RnACh K R 5-
[ 7 kM o oA KA G

14

S-S
(nico

Conopresina Contrifano

Receptor
vasopresina

?

X IX X1
CC- C-C-C-C- C-C-Cc-CcC-
Transporter NE ? K
X

Figura 6. Clasificacion de péptidos de Conus. Se muestra la superfamilias, familia, blancos
farmacoldgicos y los patrones de cisteinas (Terlau y Olivera, 2004).
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[.1.6 Blancos moleculares

Los componentes peptidicos de Conus actian sobre blancos moleculares
especificos, entre los que se encuentran canales idnicos, que pueden ser canales
dependientes de voltaje y canales dependientes de ligando, asi como,
neurotransmisores de transporte, por lo que actian en diversos puntos de la

transmision nerviosa y actividad muscular (Becker y Terlau, 2008).

Los canales i6nicos son proteinas de membrana que regulan la permeabilidad
i6nica en la membrana celular. Tienen la capacidad de servir como elementos clave
en las vias de sefializacién y sensibilidad, conectando de manera selectiva, el
interior de la célula con su exterior. Estos canales estan implicados en funciones
fisiolégicas importantes como excitabilidad en el control cardiaco, sefalizacion
intracelular, secrecion hormonal, proliferacion de células, regulacion de la presion
sanguinea, balance electrostatico, recepcioén sensorial de estimulos externos y la
integracion, propagacion e interaccion de sefales eléctricas en el cerebro (Miller,
2000).

Canales dependientes de voltaje: Son canales que se activan por un cambio de
voltaje en la membrana. Estos canales son de importancia ya que son
responsables de la generacion, estructura y transmision de sefales eléctricas de la

célula.

Canales regulados de ligando: Son canales que median la transmision sinaptica
de la célula, los cuales se agrupan de acuerdo a su funcién y estructura. El primer
grupo es activado por acetilcolina (Ach), serotonina, GABA o glicina; un segundo
grupo esta formado por receptores de glutamato y subdividido en receptores de N-
metil-D-aspartato y en no receptores de NMDA (sinasa/AMPA). Un tercer grupo
estan involucrados en la transmision sinaptica como los receptores de ATP, como

P2X31, que son receptores purinérgicos (Bennett et al 1995).
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Regulados por proteinas G, que inhiben proteinas efectoras, regulan el canal a
través de segundos mensajeros o0 proteinas cinasas y por medio de asociaciones

con las subunidades de proteinas G y el canal ionico.

La tabla Il muestra algunos compuestos peptidicos, asi como los blancos

moleculares sobre los que actuan.

Tabla Il. Componentes peptidicos de Conus con sus blancos moleculares (Aneiros y

Garateix, 2004; Terlau y Olivera, 2004).

Blanco molecular A_rreglo de clase Modo de accioén Ejemplo
cisteinas
Receptores de ce-c-C a-Conotoxina :22:3:38: ggmngm a-Gl
acteiIcF:)oIina CC-C-C-C-C | aA-Conotoxina Inhibidor no P aA-EIVA
CC-C-C-CcC w-Conotoxina " y-PIIE
competitivo
cc-C-C-CC | p-Conotoxina S:gqﬂggggr u-PlIIA
Canal de Sodio C-C-CC-C-C | yO-Conotoxina Inagtivacién de Na+ uO-MrvIiB
C-C-CC-C-C | d-Conotoxina 0-TxVIA
Delay
Canalde Calcio | C-C-CC-C-C | w-Conotoxina | £l0duea de subtipos [ vy ya
especificos
Canal de Potasio C-C-CC-C-C | k-Conotoxina Bloqueador KA-SVIA
Receptor NMDA Lineal Conantocinas Inhibidor Conantocina-G
Recepton_as de Cc-C Conopresinas Agonista Conopresina-S
Vasopresina
Receptore_s de Linael Contulateinas Agonista Contalucina-G
Neurotensina
Transprter.de Lineal ¥x-Conotoxina N.D. MrlA
Norepinefrina
Receptores
acoplados a protinas| N.D. p-Conotoxina Antagonista TIA
G
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|.1.7 Modificaciones post-traduccionales

Las modificaciones post-traduccionales (MPT) son modificaciones de origen
enzimatico o quimico de proteinas que suelen ocurrir después de la traduccion del
RNAmM. Son de gran importancia, ya que actian en la regulacion de la célula. Estas
modificaciones cambian de forma drastica las propiedades fisicas o quimicas de la
proteina, su estabilidad, localizacién y actividad (Farley y Link, 2009). Se han
reportado mas de 300 tipos de estas modificaciones pero los estudios que se
realizan constantemente demuestran la presencia de mas modificaciones de este

tipo (Favreau, et al. 2006).

Las MPT puede llevar a cambios en la masa de los compuestos peptidicos
modificados, como es el caso de la fosforilacion o metilacién, que incrementa la
masa de una proteina, en cambio la hidrdlisis del péptido o la creacion de enlaces

disulfuro reduce la masa molecular (Farley y Link, 2009).

Las modificaciones por lo regular, le brindan estabilidad a la estructura del péptido,
asi como también, variacion en la estructura secundaria tridimensional, para
optimizar la unién en los blancos moleculares. Aunque se han descrito un nimero
extenso de MPT en péptidos y proteinas, s6lo un nimero pequefio de estas
modificaciones se han encontrado en los componentes del veneno de Conus
(Jakubowski et al. 2006. Anexo I).

Estas modificaciones pueden deberse a la accidon enzimatica de la region “pro” del
precursor para dar paso a una diversidad mayor de péptidos (Olivera y Cruz 2001),
tal es el caso de la y-glutamil carboxilasa, que cataliza la carboxilacion de residuos
especificos de glutamato a y-carboxiglutamato (y o Gla), la cual requiere de
vitamina K reducida (Stanley, 1997).
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El veneno de Conus puede llegar a presentar varias MPT en un mismo compuesto
(Tabla 1), incluso una misma MPT puede repetirse varias veces en un mismo
compuesto como lo descrito por Chen et al. (2008), donde encontré cuatro
hydroxiprolinas en srl6a, compuesto peptidico aislado del veneno de C. distans.
Sin embargo, en este mismo compuesto hay prolinas no modificadas indicando
que las enzimas tienen mecanismos aun desconocidos o poco estudiados para

determinar qué aminoacido modifican y cual no.

Dentro de las MPT descritas en Conus, se encuentran amidacion del carboxilo
terminal, y-carboxilacién en glutaminas, sulfonacion en tirosinas, piroglutamacion,
ciclizacién del amino y carboxilo terminal, formacion de residuos de hidroxiprolina,
bromacién de triptéfanos, epimerizacion de aminoacidos de tipo L- a tipo D-,

glucosilacion de residuos de serina y treonina (Lewis y Garcia, 2003).

Se estima que las MPT mejoran la eficiencia funcional y la especificidad de los
conopéptidos en los que se encuentra, un ejemplo es la glucosilacion presentada
en e-TxIX, del veneno de C. textile, que regula el flujo de Ca®" presinaptico como lo
reporta Rigby et al. (1999). Zugasti-Cruz, et al. (2006) menciona que la y-
carboxilaciéon en el glutamato presente en el veneno de Conus austini, pueda estar
relacionado con la defensa de este caracol contra organismos depredadores que

pudieran ser otros moluscos.
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Tabla Ill. Compuestos peptidicos que presentan MTP. Algunos presentan més de una.

. . Masa e Referencia
Toxina aa Especie (Da) Modificacién bibliografica
- - Zugasti-Cruz, et
as7a 31 | C. austini 3236 Y -carboxilacion al. 2006
cal6a 34 C. caracteristicus | 3517.6 Hidroprolina ;{ggg etal.
dil6a 49 | C. distans N.D. y'caerX|gI'utamato Chen, etal
Hidroxiprolina 2008
. o . Luna-Ramirez,
sr7a 32 C. spurius N.D. Amidacién c-terminal et al. 2007
Viva ND | C. virao 1328 Amidacion c-terminal| Quinton, et al.
ViVb ) -Virg 1358 Acido piroglutamico | 2006
Con-R 27 C. radiatus N.D. Y -carboxiglutamato \2/\(/)rcl)|(t)e, etal
. Hidroxiprolina Clark, et al.
vcl.l N.D. | C. victoriae N.D. y -carobxiglutamato | 2006
y_—conopresina— N.D. | C. villepinii 996.45 Y -carboxiglutamato | Méller y Mari,
vil T P ' Amidacion 2007
Prolina hidroxilada
Conomarfina | 15 C. marmoreus N.D. Conformaciéon D dg Han, et al. 2008
Phe
Hidroxiprolina Aauilar. et al
De7a 28 | C. delessertii 3170 Y -carboxiglutamato 2805 ’ '
amidacion
5170.71 T Dutertre, et al.
Cctx N.D. | C. consor 411819 glicosilacion 2010
Contrifano Vn | 10 C. ventricosus N.D. D'tf'pto.f'?‘”o Massilia, et al.
amidacion 2001
Miloslavina, et
CCAP-vil Conus vllepinni N.D amidacion al. 2010in
press
KA-SIVA (s4a)| 30 C. striatus 4080.5 O-glicosilados Kelley, et al.
s4b 37 ' 4947.1 Cterminal amidado | 2006
Con-E C. purpurascens . Gowd, et al.
Con-P 24 C. ermineus N.D. Y -carboxiglutamato 2008
e-TxIX N.D | C. textile N.D. glicosilaciéon Rigby, et al.

1999
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1.1.8 Caracterizacion bioquimica

La caracterizacion de un compuesto ayuda a comprender mejor su estructura,
composicién, masa, incluso su posible funcion. Son muchas la técnicas utilizadas
para la caracterizacién bioquimica de proteinas, pero, solo algunas como la
cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC), se utiliza para el fraccionamiento
de los diversos componentes que conforman el veneno, donde los componentes
mas hidrofilicos son los primeros en separarse, mientras que los componentes mas
hidrofébicos, son los Ultimos en separarse. En cuanto a espectrometria de masas
(MS), son varias técnicas de este tipo que se utilizan para analizar el veneno,
proporcionando solo la masa molecular del péptido. Por ejemplo, como la
espectrometria de masas de ionizacion por electrospray acoplada a cromatografia
liquida (LC-ESI-MS) o espectrometria de masas en tiempo de vuelo con laser de
ionizacién/desabsorcion  (MALDI-TOF-MS), utilizadas para determinar los
componentes del veneno. Para la caracterizacidn estructural se requieren de
equipos especificos en los cuales ESI y MALDI estan acoplados a otros
analizadores para obtener la fragmentacion del péptido, tal es el caso del equipo
con trampa de iones, triple cuadrupolo o tiempo de vuelo/tiempo de vuelo (TOF-

TOF) que permite una deteccion mas eficiente (Favreau, et al. 2006).
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1.2 JUSTIFICACION

El veneno proveniente de animales es usado como recursos biomédicos o como
herramientas novedosas para la investigacion, agentes de diagnostico o como
compuestos farmacoldgicos. Cada dia aparecen nuevas moléculas con bioactividad

gue pueden ser usadas con fines médicos. Tal es el caso de las conotoxinas.

Estos descubrimientos son registrados principalmente al observar su actividad
biolégica, posteriormente su caracterizacion bioquimica y estructural de la molécula
en estudio. Debido a que C. regularis es una especie de caracol marino de la
region, y de la cual no se tiene ningun péptido reportado, y ninguna actividad
bioldgica, se considera necesario realizar un analisis bioquimico del veneno de este
caracol, para ofrecer nuevas herramientas farmacolégicas o moleculares para el

estudio de canales i6nicos.

1.3 HIPOTESIS

En las fracciones mayoritarias del veneno de C. regularis existe al menos un
compuesto que sea una conotoxina 0 conopéptido no descrito previamente en la

literatura.
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.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo General.

Caracterizar de forma bioquimica los compuestos mayoritarios del veneno del

caracol C. regularis, para observar su estructura y su posible funcion.

1.4.2 Objetivos particulares.

1. Fraccionar y aislar los componentes mas abundantes del extracto soluble del

veneno del caracol marino.

2. Determinar la secuencia primaria de aminoacidos que componen las

fracciones mayoritarias del veneno.

3. Caracterizar por espectrometria de masas las fracciones mayoritarias

presentes en el veneno del caracol C. regularis.
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Il. METODOLOGIA

II.1 Colecta de organismos

Los caracoles de la especie Conus regularis, fueron colectados en la zona costera
de la localidad de Bahia de Los Angeles, Ensenada, Baja California; en el mes de
octubre del 2008. Los organismos fueron tomados de acuerdo a las caracteristicas
morfologicas. El dia y hora de colecta se defini6 de acuerdo al calendario de
mareas. Los organismos fueron transportados vivos en recipientes con agua de

mar.

[1.2 Obtencidon del veneno

El veneno se obtuvo realizando disecciones de los caracoles. Para extraer al
animal, éste se centrifugd a 7000 rpm colocados en tubos Falcon de 50 ml.
Posteriormente, se aislé el ducto venenoso (figura 7), el cual fue macerado con un
homogenizador de vidrio (Wheaton) en una solucién de 1 ml de acetonitrilo (ACN)
al 40% en agua, por cada 20 ductos. La muestra se centrifug6 a 10, 000 rpm por 5
minutos a 4°C, este procedimiento se realiz6 dos veces. Se extrajo el sobrenadante

y se congeld a -70°C para su posterior liofilizacion.



24

Figura 7. Diseccién del caracol, en la parte superior se encuentra la concha; en la parte
central, se muestra el aparato venenoso, la flecha indica el ducto venenoso, y en la parte
inferior se observa el animal disectado.

1.3 Fraccionamiento del extracto soluble del veneno del
caracol C. regularis por Cromatografia Liguida de Alta

Resolucion en Fase Reversa HPLC-RP

El veneno de los caracoles se fracciond de acuerdo al tiempo de retencion de sus
componentes por medio de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién en Fase
Reversa (HPLC-RP, por sus siglas en inglés), utilizando un cromatdgrafo Agilent
1100, en el cual se utlizdé una columna analitica Vydac Cig (Grace-Vydac
218TPS54, 4.6 x 250 mm, 300 A), con una precolumna Zorbax C18 (Zorbax-Agilent
Technology, 4.6 x 12.5mm, 5um) ambas fueron equilibradas en solucién A: acido

trifluoracético al 0.12% y agua destilada 99.88%.
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La muestra se lavo con 100% de solucién A por 5 minutos. Se eluyd a temperatura
ambiente durante 60 minutos utilizando un gradiente lineal de 0 a 60% de solucién

B: Acetonitrilo 99.9% y acido trifuoroacético 0.1%

La deteccion de los péptidos se realiz6 mediante absorbancia de radiacion UV con
una longitud de onda de 230 nm. Las fracciones se colectaron de acuerdo a su
tiempo de retencion y se almacenaron a -70°C para su posterior liofilizacion (Lyph-

Lock 6, Labconco),

Il.4 Repurificacion de las fracciones mayoritarias

Para la repurificacion de las fracciones mayoritarias, se realiz6 por HPLC-RP
utilizando un cromatégrafo Agilent 1100, en el cual se utiliz6 una columna analitica
Vydac Cig (Grace-Vydac 218TPS54, 4.6 x 250 mm, 300 A), con una precolumna
Zorbax C18 (Zorbax-Agilent Technology, 4.6 x 12.5mm, 5um) ambas fueron

equilibradas en solucion A.

Para la repurificacién de cada componente se siguié una estrategia de trabajo de
acuerdo a su tiempo de retencion, eluyendo durante 60 minutos un gradiente
propuesto para dicho componente, los cuales fueron de 0% - 30% y de 24% - 46%

de solucioén B.

II.5 Espectrometria de masas

Las fracciones en su forma homogénea fueron reconstituidas en 50% de
acetronitrilo y 1% de acido acético y se inyectaron directamente (5ul) en un
espectrometro de masas Thermo Finnigan LCQ electrospray. La elusion a 20 pl/min
fue separado de tal manera que solo el 5% de la muestra entré en la fuente de

nano-electrospray (1.0 pl/min). El voltaje de spray fue ajustado a 1.6kV y la
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temperatura fue a 110°C. Todos los espectros fueron obtenidos en modo de ion
positivo. La adquisicién de datos fue realizada en un sistema de datos Xcalibur
Windows NT. La determinacion fue realizada por el Dr. Fernando Zamudio del
grupo de trabajo del Dr. Lourival D. Possani del Instituto de Biotecnologia de la

UNAM, en la ciudad de Cuernavaca, Morelos.

1.6 Secuenciacidon de aminoacidos

La secuenciacion de aminoacidos se realizo en la compafiia Kratos (Shimadzu) por

el Dr. David Sukrowsky, en Estados Unidos.

II.7 Ensayo de fosfolipasas

Se prepararon tres soluciones:
a) Se mezclaron 6 ml de yema de huevo, sin clara con 36 ml de NaCl al 0.86%
b) Se disolvid 0.3 g de agarosa en 50 ml de Tris-HCI m M, pH 7.95.
c) Se disolvio 0.147 g de CaCl, en 100 ml de agua desionizada.

Se mezclaron 0.5 ml de la solucion a, 50 ml de la solucion b y 0.5ml de la solucién
c. Posteriormente se vertieron 15 ml de esta mezcla en cajas de Petri, para obtener
geles de aproximadamente 2 mm de espesor. Con una punta de 100 pl, se
realizaron perforaciones en el gel, las cuales estuvieron separadas entre si por 4 o
5 cm. Se colocaron diferentes concentraciones (0.5 pug, 1.5 ug y 2 ug) de la fracciéon
CR40 y CR42 en cada pozo y se incubaron a 37°C. Se observaron cada dia hasta
ver un halo de degradacion. Como control positivo se utilizd lecitinasa-C. El

experimento se hizo por duplicado.
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I RESULTADOS

[11.1 Obtencion del veneno de Conus regularis

Los caracoles utilizados para este trabajo fueron colectados en el mes de octubre
del 2008. Obteniendo un total de 62 mg de proteina del veneno total, extraidos de

184 caracoles.

[11.2 Fraccionamiento del veneno por HPLC

El veneno fraccionado por HPLC de C. regularis, se colect6 en 12 fracciones de 5
minutos cada que una, a las que se les nombr6 F1, F2 y asi sucesivamente hasta
F12. Posteriormente se hicieron colectas por pico individual de acuerdo a su tiempo
de retencion, realizando un total de 27 purificaciones del veneno total.

Se detectaron un total de 45 picos, donde se observaron siete picos mayoritarios
de interés (Figura 8) los cuales estan indicados con una flecha. Estos picos fueron
nombrados de acuerdo a su tiempo de retencion y se les denominé CR9, CR12,
CR17, CR20, CR21, CR40 y CR42. Posteriormente cada pico fue repurificado para

su analisis bioquimico.
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Figura 8. Perfil cromatografico del veneno del caracol Conus regularis. Las flechas indican
los picos mayoritarios de interés. El primer pico que se muestra es el pico de inyeccién.

Se hicieron varias repurificaciones de las fracciones mayores, de acuerdo a las
condiciones descritas en la seccion VI.4. El primer componente en ser repurificado,
fue CR40, ya que fue el de mayor absorbancia, utilizando el protocolo de 24% -
46% de ACN. Se repiti6 el procedimiento una segunda vez para tener el
componente practicamente puro para su analisis posterior (Figura 9).
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Figura 9. Repurificacion del componente CR40. Se observa un compuesto puro.

Para la repurificacion de CR12 (el segundo componente de mayor absorbancia), se
utilizé un protocolo diferente, de 0% a 30% de ACN. Se realizaron varias
repurificaciones para obtener un componente de mayor pureza (figura 10a). Para el
componente CR9 se utilizé el mismo protocolo dada la cercania con el compuesto

anterior y asi, obtener una mayor pureza (figura 10b).
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Figura 10. A) Perfil cromatrgrafico del componente CR12. B) Perfil cromatrogréafico del
componente CR9, observandose picos puros.

En el caso del componente CR42, se utilizé el mismo protocolo para CR40, aunque
en este caso se observaron otros componentes de menor tamafio en el perfil, no se

tomaron en cuenta debido a la densidad Optica que mostraron (Figura 11).
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Figura 11. Perfil del componente CR42.
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Para los componentes CR17, CR20 y CR21, se realizaron varias repurificaciones
utilizando el método de 0% - 30% de ACN, ya que contenian varios componentes,

en la figura 12 se muestran los perfiles cromatograficos de CR17 y CR 21.
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Figura 12. Perfil cromatografico de CR17 (imagen superior) y CR21 (imagen inferior).
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En el caso de CR20, se muestran cuatro picos, dos al principio de la corrida cuyos
tiempos de retencion se encuentran en los minutos 2.94 y 7.06, los cuales
presentan una mayor absorbancia, y otros dos picos a la mitad de la corrida con
tiempos de retencion de 31.64 y 35.66 minutos, siendo de menor tamafio que los
primeros (figura 13). A cada componente se le asigné una letra para hombrarlos
(CR20a, CR20b, CR20c y CR20d)
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Figura 13. Perfil cromatografico de CR20 con cuatro componentes de interés denominados
CR20a, CR20b, CR20c y CR20d, de acuerdo a su tiempo de retencion.

[11.3 Espectrometria de masas

De acuerdo a la concentracion de cada fraccidon, se tomaron 5ul de cada
componente de la solucion para inyectarla en el espectrometro de masas, casi
todas las fracciones se presentaron puras. En la figura 14 se observa el
componente CR9, en el cual se observa un componente mayoritario mostrando una
masa de 3216 Da.
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Figura 14. Espectro de masas de CR9. Muestra una masa molecular de 3216 Da.

En el caso de CR12, no se determindé de forma concluyente por lo que no se
presentan los datos. En el caso de CR17, se determiné una masa de 3183 Da,
Para CR21, tuvo una masa de 1358 Da (figura 15).
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Figura 15. Espectro de masas de CR21. Este componente presenta una masa molecular de
1358 Da.

En el caso de los ultimos fracciones, CR40 y CR42, presentan una masa mucho
mayor que las anteriores y que la mayoria de los componentes registrados.
Teniendo masas de 13,482 Da, para la primera (figura 16) y 10,709 Da, para la
segunda (figura 17).
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Figura 16. Espectro de masa molecular de CR40. Esta fraccidon presenta la de mayor masa
molecular con 13482 Da.
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Figura 17. Espectro de masa molecular de CR42. Esta fraccion presenta una masa molecular
de 10709 Da.
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Para el caso de CR20, se midieron las masas de los cuatro componentes que se
observaron en las repurificaciones (figura 13). En la primera fraccion (CR20a) se
tuvo una masa de 4279 Da (Figura 18), para la fraccion CR20b no se pudo
determinar la masa. En cuanto a los picos siguientes con tiempos de retencién en
los minutos 30 (CR20c, figura 20) y 35 (CR20d, figura 19), se observan masas de
5012 Da y 4278 Da, respectivamente. Sin embargo, en el caso del componente
CR20c, se observa otro componente con una masa molecular de 4279 Da (figura
18), es decir, la misma masa molecular de la fraccion CR20a, pero apareciendo 30
minutos después de que fue obtenida en la repurificacion por HPLC-RP, por lo que
probablemente se trate de una modificacion por manipulacién de la toxina, ya que
presenta los mismos protones. Por otro lado, las masas moleculares de CR20a y
CR20d difieren de un solo dalton, lo que posiblemente indique la misma secuencia

de aminoacidos con una ligera modificacion postraduccional entre ambos.
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Figura 18. Espectro de masa moleculare de CR20a. La subfraccién tuvo una masa molecular
de 4279 Da.
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Figura 19. Espectro de masa moleculare de CR20d. La subfraccion tuvo una masa molecular
de 4278 Da, un daltén menos que la subfracciéon CR20a
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Figura 20. Espectro de masa molecular de CR20c. En la imagen de la izquierda se observan
los protones capturados, los que se muestran escritos a mano representan los protones de
CR20a, mientras que los escritos en computadora representan a los protones de CR20c. En
la figura de la derecha se observan las masas moleculares de CR20c (5012 Da) en menor
proporcién, mientras que la de mayor proporcidn se encuentra la masa de CR20a (4279 Da).
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En la tabla IV se resumen las masas moleculares de las fracciones mayoritarias

obtenidas por espectrometria de masas

Tabla IV. Masas moleculares obtenidas de las fracciones mayoritarias del veneno de C.
regularis.

N. D. indica datos no disponibles.

* Repurificacion de CR20, el cual proporcion6 cuatro fracciones.

Tiempo de retencién Nombre Masa molecular (Da)

9 CR9 3,216

12 CR12 N. D.

17 CR17 3,183
2.94* CR20a 4,279
7.06* CR20b N. D.

31.67* CR20c 5,012y 4,279
35.67* CR20d 4,278

21 CR21 1,358

40 CR40 13,482

42 CR42 10,709

[11.4 Secuenciacion primaria del péptido

La secuencia primaria del péptido CR20a presenta un peso molecular de
4136.2654 Da, con un total de 38 aminoacidos. Este componente presenta la

siguiente secuencia:
NH,-CKGQSEFCLPGLCCRSCG...

La cual presenta un patron de cisteinas caracteristicos de la superfamilia O (C-C-
CC-C-C). Para poder determinar el tipo de compuesto que es, se realizd6 una
busqueda por BLAST, el resultado indica que no hay una secuencia similar a este

compuesto.
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1.5 Actividad de fosfolipasa

Las fracciones CR40 y CR42 no presentaron actividad fosfolipasas, ya que
después de tres dias de incubacion, no se observo un halo de degradacion en el

gel, como se mostro en el control positivo (Lecitinasa C).
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IV DISCUSION Y CONCLUSIONES

El presente estudio reporta la caracterizacion bioquimica de un compuesto
proveniente de Conus regularis, cuyo veneno no se ha caracterizado previamente y

la informacidn con respecto a su biologia aun es escasa o nula.

CR20a es el primer componente peptidico descrito y caracterizado para C.
regularis, asi como de las especies de caracoles de éste género que habitan en el
Golfo de California, ya que no se han realizado estudios con estos organismos.
Aunque la funcién biol6gica de este compuesto es desconocida, por su secuencia y
patrén de cisteinas, es probable que sus blancos moleculares sean canales de

ca®*

IV.1.1 Fraccionamiento del veneno por HPLC-RP

Al realizar el fraccionamiento del veneno de C. regularis, se observé un promedio
de 45 componentes proteinicos que lo constituyen al ser fraccionado por HPLC-RP,
esto difiere con otros estudios realizados con venenos de especies de este género,
qgue muestran una mayor cantidad de componentes proteinicos que lo conforman,
algunos reportan hasta 703 componentes, del veneno de C. textile, 276 para el
veneno de C. imperialis, 320 para el veneno de C. marmoreus (Devis, et al. 2009);
otros reportan menos componentes proteinicos, como el caso de en C. striatus que
presenta 71 componentes, 103 de C. victoriae (Jakubowski, et al. 2006), 104
componentes en el veneno de C. regius (Viana-Braga, et al. 2005). Estos estudios
se realizaron procesando el ducto venenoso, pero fraccionando o separando los
componentes por medio de espectrometria de masas, o siguiendo una técnica
diferente en el fraccionamiento por HPLC. Sin embargo, estan dentro del promedio

esperado de 50 a 200 componentes en el veneno de Conus (Olivera, 1997).
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IV.1.2 Espectrometria de masas

Los componentes mayoritarios de C. regularis presentan masas moleculares altas
a diferencia de las reportadas para otras especies de Conus, pero son similares a
otros organismos como arafias que pueden llegar a tener pesos moleculares entre
3000 y 5000 Da (Scoubas et al, 2006), serpientes o escorpiones. La masa de CR9
y CR20c fueron de 3216 Da y 5012 Da respectivamente, en el caso de especies de
Conus, se han reportado masas moleculares similares a as14b del veneno de C.
delesertii con una masa de 3170 Da (Aguilar, et al. 2005), cal6a del veneno de C.
caracteristicus, cuya masa es fue 3517 Da (Yuan, et al. 2008), asl4ay asl14b de C.
austini (Zugasti-Cruz, et al. 2008). Cctx aislado del veneno de C. consor con una
masa de 5170 Da (Dutertre, et al. 2008), ca8a de C. caracteristicus con una masa
de 4606 Da (Liu, et al. 2008), s4a y s4b de C. striatus con 4080 y 4974 Da
respectivamente (Kelley, et al. 2006); estas Ultimas con respecto a las masas

similares reportadas en este trabajo, de CR20a, CR20c y CR20d.

Se reportaron dos componentes mayoritarios con masas moleculares muy altas,
CR40 y CR42, las cuales fueron de 13,482 Da y 10,709 Da. respectivamente, lo
cual es inusual en toxinas de Conus. En otros organismos se encuentran este tipo
de componentes como en el caso de toxinas de escorpiones (Shwartz, 2008) y
serpientes, las cuales las utilizan como defensa y presentan actividades
farmacoldgicas como carditoxicidad, neurotoxicidad, hemdlisis, miotoxicidad y
accion anticuagulante (Huang y Mackessy, 2004; Sallau et al. 2008). Sin embargo,
se han descrito algunos compuestos peptidicos de Conus con esta actividad, tal es
el caso de la Conodipina-M, aislado del veneno de Conus magus, y que presento
una masa de 13,600 Da con actividad de fosfolipasa tipo A, (Mcintosh et al. 1995).

Sin embargo ambos componentes de C. regularis no presentaron esta actividad, es
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probable que pueda presentar otro tipo de efecto tal vez con actividad antibacterial,

como lo describe Samy, et al. (2010, Art in press.).

IV.1.3 Modificaciones post-traduccionales

El perfil cromatografico de CR20 presento varios componentes al ser purificado por
HPLC-RP, por lo que probablemente estuviera contaminado con alguno de las
fracciones anteriores (CR17) o posteriores a este (CR21), por la cercania a CR20
(figura 8). Al realizar las repurificaciones posteriores se vieron cuatro componentes
(figural3): CR20a, CR20b, CR20c y CR20d, presentando dos picos mayoritarios de
absorbancia considerable en tiempos de retencién de 3 y 7 minutos, 30 minutos
después aparecen otros dos picos con menor elevacion, teniendo tiempos de
retencion de 30 y 35 minutos. Una vez purificados, se realiz6 el andlisis de
espectrometria de masas a cada componente, resultando que la masa molecular
de CR20a (4279 Da) reaparece en CR20c (4279 Da), 30 minutos después, con los
mismos protones de CR20a. Posiblemente, el componente de CR20a se haya
unido a otro compuesto que lo hiciera mas hidrofébico, lo que hizo que tuviera un
tiempo de retencion de 30 minutos adicionales, por lo que en el espectro de masas
aparecié otro componente con 5000 Da, formando un dimero alterando la
polaridad. Sin embargo, a los cinco minutos de presentarse este fenémeno,
aparece otro compuesto con una masa similar pero con una diferencia de un
Dalton, 4278 de CR20d con un tiempo de retencion de 35 minutos. Esto parece
indicar la presencia de una MPT, de tipo amidacién en el carboxilo terminal, ya que
este tipo de modificaciones pueden disminuir la masa molecular de un daltén en
compuestos petidicos (Jakubowski, et al. 2006). Esta modificacion se ha reportado
en varios compuestos de Conus (tabla Ill). Aunque cabe la posibilidad de que el

componente de CR20c, sea un compuesto diferente al caracterizado de CR20a.
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IV.1.4 Secuenciaciéon primaria del péptido

CR20 es un polipéptido de 38 péptidos, lo que hace pensar que es una molécula
peptidica grande en comparacion con lo reportado para conopéptidos y
conotoxinas, con tamafos de 10 a 30 aminoacidos (Olivera 1997). No obstante, se
han reportado otros compuestos en el veneno de C. regularis con tamafios de
hasta 49 aminoacidos (Chen, et al. 2008). La secuencia no estd determinada
totalmente, pero los datos obtenidos dan informacion suficiente para concluir que

€S un nuevo compuesto.

Se realiz6 una busqueda por BLAST para determinar el porcentaje de similitud con
otros polipéptidos reportados en el Gen Bank. Los resultados indican un porcentaje
de similitud del 55% con el de una d-conotoxina aislada de C. purpurascens, al
realizar una comparacion mas detallada entre las secuencias, la similitud
observada fue el arreglo de cisteinas. También, se realiz6 una busqueda en la
bibliografia donde se presentan conotoxinas de la familia de las w-conotoxinas
(Tabla V), donde se encontré que presenta cinco patrones principales que indica
que es un péptido perteneciente a ésta familia y por lo tanto de la superfamilia de la
O-conotoxinas (Figura 19) y que al parecer es un nuevo componente aislado del

veneno de Conus.
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Tabla V. Comparacion de CR20a con otros compuestos de la familia de las w-Conotoxina
(Modificado de Mcintosh, et al. 1999).
 Aislado de Conus gegraphus.
® Aislado de Conus magus.
Z Aislados de Conus striatus.
Aislado de Conus textile.
t Aislado de Conus regularis.

Toxina Estructura primaria
CR0at | CKGQSEFCLPGLICCREBEIG]- - - - - - - - - - -
v
GVIA® CKSOGSSCSOTSYN TKRCY - -
GVIA* I CKSOGTOCSRGMRDGC SNKCRRY
MVIA® |[CKGKGAKCSRLMYDGC GKGC - - - -
MVIB° |[CKGKGASCHRTSYDGC GKC - - - -
MVIC” |[CKGKKAPCRKTMYDGC RGKGC - - -
MVID> |[CQGRGASCRKTMYNGC GRC - - - -
SVI |[CRSSGSPCGVTSICC CT - - - - -
SVB° |[CKLKGQSCRKTSYDC SGKC - - -
TXVIA® |[C K Q A D PCDVFSLDGEC VCMV - - -

Como se muestra en la tabla anterior, el sombreado en color gris indica los
residuos de cisteinas (C), cuya conformacion es caracteristico de esta familia.
También se observa la presencia de lisina (K) en la posicion 2. Las secuencias
MVIIA, MVIIB y MVIIC, presentan un patrén inicial de tres aminoacidos, cisteina,
lisina y glicina (G); el cual también se encuentra en CR20a, asi como la presencia
de otro patron conformado por cinco residuos de aminoacidos, constituido por la
doble cisteina, arginina (R), serina (S) y otro residuo de cisteina (recuadro rojo).
Finalmente se muestran dos patrones formados por dos aminoacidos, uno de ellos,

en recuadro azul, el cual presenta residuos de cisteina y glicina; y el segundo, en
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circulo verde, con dos residuos de serina y cisteina. Los amino&cidos faltantes en
la secuencia de C. regularis, aun no se han determinado debido a que la muestra

se sigue en proceso de analisis.

Secuencia Secuencia
inicial conservada
NH,-CKGDSEFCLPGL SCRéCG -C
Secuéncia
conservada

Figura 21. Secuencia del compuesto CR20a con caracteristicas conservadas que la definen
como miembro de la famila w-conotoxinay de la superfamilia O.

Aungue no se ha determinado su actividad biologica de este compuesto, se puede
inferir que CR20a actta sobre canales de Ca®’, ya que los componentes de esta

familia actian sobre este tipo de blancos moleculares (Mclintosh, et al. 1999).

IV.1.5 Propuesta de nombre

Dado que es un nuevo compuesto de la familia de las conotoxinas, se procede a
nombrar a CR20a como re6a, de acuerdo a la nomenclatura propuesta por Olivera
y Cruz (2001):

Re: del organismo del cual fue aislado, Conus regularis.

6: es el numero propuesto por el arreglo de cisteinas (tabla 1).

a: indica la variante.
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V.2 CONCLUSIONES

El perfil cromatografico del veneno de C. regularis es caracteristico de esta

especie.

Los componentes del veneno de C. regularis presentaron modificaciones post-
traduccionales, las cuales fueron identificadas por métodos como HPLC-RP vy

espectrometria de masas.

Las masas obtenidas en los componentes mayoritarios del veneno de C. regularis
fueron superiores a la mayoria de las masas reportadas para otros componentes

peptidicos aislados del veneno de otros miembros del género Conus.

La secuencia primaria CR20a, aislada de C. regularis no presenta homologia con
otros compuestos descritos anteriormente, lo que indica que es un compuesto

nuevo y se propone asignarle el nombre de re6a.

Re6a forma parte de la superfamila de las O-conotoxinas y de la familia de las w-

conotoxinas, por lo que este compuesto pudiera actuar sobre canales de Ca?".
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V PERSPECTIVAS

Realizar pruebas sobre posibles presas (gusanos, peces o moluscos) o determinar
su dieta por estudios de su contenido estomacal y ampliar mas la informacion en

cuanto a la biologia de este caracol.

Realizar ensayos electrofisiolégicos con CR20a (re6a) en canales de Ca®' vy

observar la posible funcién de este componente sobre su blanco molecular.

Realizar la secuenciacién primaria de los demas componentes para confirmar la
presencia de nuevos péptidos con actividad biolégica sobre algun blanco

molecular.

Realizar bioensayos en otros organismos como bacterias, hongos, lineas celulares

o invertebrados y observar si se presenta actividad in vivo.
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