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RESUMEN 

Los caracoles predadores Conus producen un veneno distintivo y complejo 

formado principalmente por péptidos. En los últimos veinticinco años se han estudiado 

los venenos de diferentes especies de Conus, principalmente de la región del 

Indopacífico. En este trabajo se realizó la caracterización bioquímica de algunas toxinas 

extraídas de la especie Conus austini, recolectada en el Golfo de México, y se evaluó el 

efecto tóxico de los péptidos purificados en diferentes organismos -ratones, moluscos y 

peces-o También se identificó la alimentación de C. austini, que consistió de gusanos 

poliquetos. 

Se purificaron 5 péptidos del veneno de C. austini por HPLC, denominados: as7a, 

asB, as14a, as14b y as15a. Se determinó su estructura primaria mediante reducción y 

alquilación, composición de aminoácidos y secuenciación automática de Edman. Se 

obtuvo su masa molecular (por espectrometría de masas). Las secuencias obtenidas 

fueron: 

Péptido Secuencia de aminoácidos 

as15a CKCPSCNFNDVTENCKCCIFRQP& 

asB SL YSOWKgKMyyAAGG ... 

as7a TCKQKGEGCSLDVyCCSSSCKPGGPLFDFDC 

as14a GGVGRCIYNCMNSGGGLNFIQCKTMCY 

as14b RWDVDQCIYYCLNGVVGYSYTECQTMCS& 

Se utilizó la nomenclatura estándar para los aminoácidos. y= gamma-carboxiglutamato. 0= hidroxiprolina. 

&= extremo carboxilo amidado. 

La conotoxina as15a presentó un nuevo patrón en los residuos de cisteínas: C-C

C-C-CC y provocó parálisis en el sistema nervioso central de ratones, después de su 

inyección intracerebral. De igual forma, dos toxinas -as14a y as14b-, provocaron 

alteraciones en la conducta de ratones y tuvieron un patrón de cisteínas que no había sido 

encontrado en caracoles vermívoros (la secuencia C-C-C-C). 
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El péptido asB . no presentó cisteínas, pero presentó otras modificaciones 

postraduccionales: 3 residuos de garnma-carboxiglutamato y uno de hidroxiprolina. 

Por último, se caracterizó un péptido (as7a) similar a las garnma-conotoxinas. Es la 

segunda toxina de esta familia que se caracteriza de un caracol verrnívoro. Este péptido 

causó síntomas tóxicos en un molusco (contracción del pie muscular), y no provocó 

actividad biológica aparente en vertebrados (ratones y peces). 
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ABSTRACT 

Venomous creatures, such as cone snails, produce and secrete venoms to defend 

themselves and to capture prey. Venom of the Conus genus is a rich source of 

biochemically active peptides. The majority of conopeptide characterized to date has 

been isolated primarily from Indopacific species. In this work, as the first stage of a 

systematic characterization of components of the venom ofConus austini, a vermivorous 

cone snail collected in the western Gulf of Mexico, Mexico, five novel conotoxins, 

named as7a, asB, as14a, as14b and as15a, were isolated by HPLC and biochemically 

characterized. Also the purified toxins were injected in different animals-mice, fishes and 

molluscs-, to define the biological effects ofthe purified toxins. 

The amino acid sequence of the purified peptides were determined by automatic 

Edman sequencing after reduction and alkylation. In sorne cases, amino acid composition 

was made. The molecular mas ses of the native peptides were determined by MALDI

TOF mass spectrometry. The results are surnmarized in the next table: 

Peptide Amino acid sequence* 

as15a CKCPSCNFNDVTENCKCCWRQP& 

asB SL YSOWKyKMyyAAGG ... 

as7a TCKQKGEGCSLDVyCCSS SCKPGGPLFDFDC 

as14a GGVGRCIYNCMNSGGGLNFIQCKTMCY 

as14b RWDVDQCIYYCLNGVVGYSYTECQTMCS& 

*Standard nomenclature was used to define arnmo acid. y= gamma-carboxyglutamate. 0= 
hidroxyproline. &= amidation. 

Peptide as15a showed a new six cysteine pattern for conotoxins: C-C-C-C-Cc. 

The injection of as15a in mice caused paralytic symptoms. Also, the intracerebral 

injection of peptides as 14aJb in mice provoked behavioral distress and presented a new 

cisteyne framework for vermivorous cone snails (i.e., C-C-C-C). 
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On the other hand, peptide asB presented 3 garnma-carboxyglutamate residues 

and one hydroxyproline, and no cysteines. 

Peptide as7a showed six cysteine residues arranged in the pattem that defines the 

garnma-conotoxin farnily. The purified peptide elicited toxic effects in a mollusc after 

intramuscular injection, but it had no effect when injected ioto rnice and fishes. 

11 



1. INTRODUCCION 

. Los caracoles predadores del género COIms (único genero de la familia Conidae), 

producen un veneno distintivo, complejo y formado principalmente por péptidos. El 

veneno es el arma principal usada por estos moluscos carnívoros para capturar su presa y 
, 

también se cree que es usado con propósitos defensivos y competitivos (Olivera & Cruz, 

2001; Olivera, 2002). Los primeros péptidos de Corms fueron aislados y caracterizados 

hace más de dos décadas (Clark et al ., 1981 ; Gray et al. , 1981 ; Olivera et al. , 1984, 

1985a,b), Y la investigación sistemática de sus toxinas ha continuado a pasos acelerados 

desde entonces. De manera general, el veneno de cada caracol COIJUS está constituido 

principalmente por pév.tidos, que han sido denominados conopéptidos o conotoxinas, los 

cuales ejercen una amplia gama de efectos biológicos en diferentes organismos. Hasta el 

momento, se han caracterizado las secuencias de aminoácidos de más de 100 

conotoxinas, correspondientes a diferentes familias (Apéndices 1 y 2). 

Una característica común de las conotoxinas es la presencia del aminoácido 

cisteína a lo largo de su estructura primaria, que permite de forma general la formación 

de puentes disulfuro usualmente con dos, tres o cuatro espacios intercisteínas. Las toxinas 

de escorpiones, serpientes y cnidarios siguen una tendencia similar con respecto a los 

componentes de su veneno: conservación de la secuencia de puentes disulfuro y variación 

de aquellas secuencias de los péptidos que están expuestas en la superficie de la molécula 

(Dauplais et al. , 1997). De esta forma, los puentes bisulfuro le aportan una gran 

estabilidad y rigidez a las toxinas de Conus y otros animales, y con sólo algunos cambios 

en los residuos intercisteínas, se puede lograr que el péptido tenga efecto un blanco 

biológico diferente. 

Además, las toxinas de los Conus presentan comúnmente una alta proporción de 

aminoácidos modificados postraduccionalmente. Algunas de estas modificaciones son 

relativamente comunes, como la amidación del carboxilo terminal y la formación de 

puentes disulfuro, y pueden ser encontradas en organismos diferentes del grupo Conus. 

No obstante, las conotoxinas tienen la densidad de puentes disulfuro más alta conocida en 
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cuaJquier sistema biológico (Terlau & Olivera, 2004). Por lo tanto, la identificación de 

los residuos de cisterna en una conotoxina es un paso clave para la caracterización 

bioquímica del péptido. 

Otras modificacio.nes menos frecuentes que han sido identificadas en conotoxinas 

incluyen la y-carboxilación del glutamato, la sulfatación de los residuos de tirosina, la 

bromación del triptófano, la O-glicosilación de la serina y la treonina, la ciclización N

terminal de la glutamina y la hidroxilación de la pro lina (eraig et aL, 1999a). Todas estas 

modificaciones aumentan la complejidad estructural de las conotoxinas . Sin embargo, 

todos los conopéptidos son traducidos a través del mecanismo ribosomal convencional, y 

el mRNA que codifica cada péptido puede ser identificado en el conducto venenoso 

(Colledge et aL, 1992). De manera detallada, los péptidos de Conus son traducidos 

inicialmente como prepropéptidos precursores. La organización canónica de los 

precursores de los conopéptidos consiste de una secuencia señaJ típica en el extremo N

tenninal (la región "pre"), seguido por una región intennedia (la región "pro"), y 

finalmente se encuentra la región de la toxina madura en el extremo carboxilo. El 

rompimiento proteolitico del precursor para generar la toxina funcionaJ final es un paso 

obligatorio en la maduración de los péptidos de COJlllS caracterizados a la fecha . 

Durante 50 millones de años de evolución, los péptidos de Conus han sido 

optimizados para afectar las vías críticas de las señales del sistema nervioso de peces, 

moluscos o gusanos que constituyen sus presas. Las conotoxinas alcanzan sus blancos: 

canales iónicos, receptores superficiales celulares y transportadores, con una selectividad 

y afinidad muy altas (Olivera, 2002). 

1. ASPECTOS BIOLÓGICOS Y ECOLÓGICOS DE LOS CARACOLES COI/liS 

La mayor parte de los estudios ecológicos sobre caracoles Conus ha sido realizada 

por A1an Kohn (Universidad de Washington) desde los años 50 hasta la fecha, y se ha 

enfocado en la región del lndopacífico tropical, en ambientes de arrecifes coralinos y 
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bancos intermareales. La información siguiente corresponde a una síntesis de sus trabajos 

(Kohn 1956; 1959; 1967; 1971 ; 1983; 1997; 2001 ; Kohn et al. , 1960; Kohn & Nybakken, 

1975; Kohn & Perron, 1994): 

El género Conus agrupa más de 500 especies y su distribución está limitada a los 

trópicos en ambos hemisferios. Las únicas excepciones son C. californicus, que habita las 

costas de Baja California Norte, en México, y California, en los Estados Unidos de 

América, y C. ventricosus, que se localiza en el Mar Mediterráneo. El mayor número de 

especies (>300) se localiza en la región del Indopacífico tropical. Esta región se extiende 

desde las Islas Marquesas e Islas Hawaianas, en el este, y se extiende a través de las 

cuencas del Océano Pacífico Tropical, y del Océano Indico, hasta el Mar Rojo y Golfo 

Pérsico. La diversidad en esta zona es muy alta, y en un arrecife pueden coexistir más de 

30 especies de Conus (Kohn, 2001). 

De las especies de Conus del Indopacmco estudiadas por Alan Kohn (~150), más 

del 75 % habitan arrecifes coralinos a profundidades menores de 20 m. El resto de las 

especies viven en bancos marinos intermareales. Estos dos ambientes, ilustran 

condiciones ambientales contrastantes (Kohn 1959, 1967, 1971 , 1983, 1997). Los bancos 

intermareales son ambientes topográficamente uniformes, sujetos a condiciones físicas 

severas: desecación durante la marea baja, y acción del oleaje durante la marea alta. En 

contraste, los arrecifes coralinos son ambientes sumergidos, físicamente más estables y 

topográficamente más complejos, porque son un mosaico heterogéneo de diferentes tipos 

de sustrato, que incluye arenas calcáreas, arrecifes rocosos, coral vivo y muerto, algas 

calcáreas y no calcáreas, así como combinaciones intermedias de estos tipos, lo que 

permite diferentes hábitats para los caracoles. 

Con respecto a la alimentación de los conos, las observaciones de campo, el 

mantenimiento en cautiverio y el estudio microscópico de los restos del contenido 

estomacal de diferentes especies han permitido descubrir la dieta de muchas de ellas 

(Kohn & Nybakken, 1975). 
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De esta forma, los caracoles Conus son divididos en tres grupos, de acuerdo aJ .tipo 

de presa. El grupo más grande corresponde a las especies vermívoras ( ...... 80 %), que cazan 

,una amplia diversidad de gusanos poliquetos, aunque algunas especies también atacan 

hemicordados y equiuroideos. El segundo grupo son los caracoles molusquívoros ( ...... 10 

%), que atrapan caracoles de otras especies, incluidos otros conos. El tercer grupo se 

alimenta de peces (- lO %) (Kohn, 1956; Olivera et al. , 1990). 

El patrón que surge de los estudios es que las especies que cohabitan comen presas 

diferentes, y aquellos con dietas similares ocupan hábitats o microhábitats diferentes. Con 

pocas excepciones, cada especie de COIJUS caza de 2 a 10 (o más) especies diferentes de 

acuerdo con su grupo de alimentación (peces, moluscos o poliquetos). Los factores 

asociados al sustrato y al microhábitat también pueden determinar la distribución de 

aJgunas especies (Kohn, 1997). Por otra parte, los gasterópodos --el grupo Conus 

incluido-, puede tener como depredadores otros moluscos, crustáceos y peces (Floeter & 

Soares-Gomes, 1999; Trussell & Etter, 2001 ; Olivera, 2002). 

2. ASPECTOS BIOLÓGICOS Y ECOLÓGICOS DE Conus auslini 

La especie Conus ausfini fue descrita por Rehder & Abbott, en 1951 , y ha sido 

reportada en diferentes 10caJidades del Golfo de México: Florida, AJabama, Texas~ 

Tamaulipas, Tabasco y Banco de Campeche. También ha sido localizada en el Mar 

Caribe: Colombia, Antigua, Surinam (Rehder & Abbott, 1951; Abott, 1974; Coomans et 

aL , 1981). La máxima profundidad en que ha sido recolectada la especie es de 180 m. La 

población estudiada de C. auslini en este trabajo fue recolectada frente a las costas de 

Tamaulipas a profundidades de 50-90 m (Pig. 1). 

En la plataforma continentaJ de Tamaulipas, los sedimentos que predominan son 

lodos terrígenos, que provienen de los diferentes ríos que desembocan en el Golfo de 

México (De la Lanza-Espino, 1991; Escobar-Briones & Soto, 1997). 
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Figura l . Zona de recolecta de C. 
austini (marcada con negro). 
Predominan los sedimentos 
compuestos por gravas y arenas en 
la zona costera, seguidos por lodos 
limosos y arcillosos a mayores 
profundidades. Los sedimentos 
provienen de las lagunas costeras y 
ríos aledaños a la plataforma de 
Tamaulipas (Tomado de Escobar
Briones & Soto, 1997). 

La diversidad de Conus en la plataforma continental de Tamaulipas es baja, y todas 

las especies son vermívoras. En la zona litoral se han registrado únicamente las especies 

C. mus, C. spurius y C. delessertii (Pérez-Rodríguez, 1997). En la parte alejada de la 

costa, la diversidad de Conus está representada sólo por C. austini (este trabajo). 

La especie C. austini alcanza una longitud máxima en la concha de 7 cm, de color 

blanco, mientras que el periostracum (la capa orgánica que la recubre) es de color 

amarillo o café. La concha presenta un patrón característico de marcas transversales y 

espirales en los costados, y un ápice pronunciado (Fig. 2A). 
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La alimentación de C. austini fue identificada en este trabajo, la cuál consistió de 

gusanos poliquetos. En la figura 2B se muestra los restos de una queta, estructura 

característica de estos gusanos. 

Figura 2A. Conus austini Rehder & Abbott, 1951. La barra representa 1 cm. Fig. 
Figura 28. Fotografía microscópica de una queta obtenida en el contenido estomacal 
de C. austini. La escala corresponde con 50 J.1m. 

Más de 10000 especies han sido identificadas a la fecha, correspondientes a 83 

familias (Fauehald, 1977; Snelgrove et al. , 1997; Rutehings, 1998). El número de 

especies y de individuos de poliquetos presentes en un hábitat están influenciados por el 

tipo de sedimento (Etter & Grassle, 1992), regímenes de salinidad (Stephenson et al., 

1979), perturbaciones históricas (Oray, 1997), contenido de materia orgánica, 

asociaciones rnicrobiales y disponibilidad de alimento (Snelgrove & Butman, 1994). 

Se ha identificado una alta diversidad de gusanos poliquetos en la plataforma de 

Tamaulipas. Delgado-Bias en el 2001 , reportp 88 especies de poliquetos pertenecientes a 

33 familias, recolectados de fondos arenosos. La poca heterogeneidad ambiental, y la 

diversidad y abundancia de poliquetos en esta zona, probablemente determina en gran 

medida que se presenten pocas especies de Conus, todas ellas vermívoras. 
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3. APARATO VENENOSO DE CONUS 

Los caracoles Conus son animales lentos (Fig. 3A). en contraste con peces, 

gusanos u otros caracoles que pueden ser más veloces. Por lo tanto, han desarrollado 

diversas adaptaciones para detectar, emboscar y capturar sus presas en su ambiente 

natural . Los caracoles cazan de noche. Cuando olfatean una presa por medio del osfradio 

(órgano olfativo localizado en el sifón, y considerado el más desarrollado de todos los 

gasterópodos), los conos extienden la probóscide, en cuya punta se encuentra colocado 

un diente radular. El diente es insertado en el cuerpo de la presa/depredador, y el veneno 

es inyectado (Kohn, 1956; Halstead & Halstead, 1988). 

Se considera al aparato venenoso de los caracoles COIJUS corno una de las 

estructuras anatómicas más complejas y sofisticadas para inyectar un veneno. El aparato 

venenoso (Fig. 3B), consiste de un conducto, donde el veneno es sintetizado y 

almacenado; un bulbo muscular, que se cree transfiere el veneno desde el conducto hacia 

la probóscide y, lo más sorprendente, un diente en forma de arpón que sujeta a la presa y 

sirve también como una aguja hipodérmica para inyectar el veneno (Fig. 3C). 

La producción e inyección del veneno de Conus involucra 3 pasos: 

1) Síntesis, procesamiento y empaque de las toxinas peptidicas en el conducto. 

2) Generación y almacenaje de los dientes radulares en el saco radular, y la transferencia 

de un solo diente a la punta de la probóscide. 

3) [nserción final del diente y la inyección del veneno (Halstead & Halstead, 1988). 
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Figura. 3A. Caracol Conus en vista lateral; el 
esquema inferior enfatiza el pie muscular, que 
le sirve para desplazarse. 

Figura 3B. Aparato venenoso esquematizado 
de los caracoles Conus. 

Figura 3C. Dientes radulares. 
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4. CLASIFICACIÓN Y FARMACOLOGÍA DE LAS TOXINAS DE COI1US 

Aunque se estima que pueden existir más de 50 000 secuencias únicas en los . 
venenos de Conus, estos péptidos pueden ser clasificados en dos categorías principales: 

1) péptidos que presentan varias cisteínas, referidos como "conotoxinas"; 2) aquellos 

péptidos (que han sido minoría), con ninguna o sólo un par de cisteínas, referidos como 

"conopéptidos" (Terlau & Olivera, 2004). En este trabajo de tesis se utilizará el término 

de conotoxina para designar cualquier péptido extraído del veneno de Conus. 

Para nombrar los péptidos de C. austini, se utilizó el sistema de clasificación para 

las conotoxinas de Olivera y Cruz (2001). En este sistema, cuando se designa el nombre 

de una conotoxina (por ejemplo, oo-conotoxina MVIIC), la letra griega designa su acción 

farmacológica (es decir, canales de calcio). Un código de una o dos letras designa a la 

especie de Conus (La M designa a la especie C. magus), mientras que un número romano 

indica su patrón de cisteínas (en este caso, el patrón VIl); por último, se coloca una letra 

mayúscula que designa la variante del p~ptido . Si la conotoxina no tiene el blanco 

farmacológico identificado (por ejemplo, tx9a), se utiliza el criterio anterior, pero se 

utilizan letras minúsculas y se designa el patrón de cisteínas con un número arábigo. 

Para péptidos con el tnlsmo blanco farmacológico pero diferente patrón de 

cisteínas, se usa una letra mayúscula después de la letra griega para designar una familia 

diferente (por ejemplo, a. y nA, K Y KA). Por otro lado, los péptidos que no presentan, o 

sólo tienen un puente disulfuro (que son los menos diversos y han sido encontrados en 

pocas especies), se les da un nombre dado de acuerdo a su blanco de acción o por alguna 

característica especial del compuesto, seguido por la letra mayúscula de la especie (por 

ejemplo, conopresina-S, de C. slria/us, que actúa a niveles de receptores de vasopresina; 

el nombre conantoquina-G, de C. geographus, se deriva del vocablo filipino conantokin, 

que significa sueño, por la actividad biológica que produce en el sistema neIVioso de 

ratones). 
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Las toxinas de Conus han sido divididas además en superfamilias y familias. Los 

miembros de una superfamilia tienen una secuencia señal conservada altamente en sus 

precursores, y los de cada familia tienen en común la secuencia de residuos de cisteína en 

los péptidos maduros y un blanco farmacológico similar (Tabla 1). 

Tabla 1. Superfamilias y familias de conotoxinas. 

Super

familia 

A 

? 

T 

O 

? 

M 

P 

I 

S 

? 

Arreglo de 

cisteÍnas 

cc-c-c 

ccc-c-c-c 

cc-c-c-c-c 

cc-c-c-c-c 

cc-c-c 

cc-cc 

c-c-cpc 

c-c-cc-c-c 

C-C-CC-C-C 

c-c-cc-c-c 

C-C-CC-C-C 

C-C-CC-C-C 

cc-c-c-cc 

cc-c-c-cc 

cc-c-c-cc 

ccc-c-c-c 

c-c-c-c-c-c 

c-c-cc-cc-c-c 

c-c-cc-cc-c-c 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-C 

C-C-C-C-C-C-C-C-C-C 

c-c 

C-C 

No cisteínas 

No cisteÍnas 

No cisteínas 

Familia 

a. 

<lA 

aA 

KA 

p 

't (ó &) 

X (ó A) 

O) 

K 

8 

JlO 

y 

Jl 

'" KM 

No asignada 

Espasmódicos 

Excitatorios 

KI 

(J 

aS 

Conopresinas 

Contrifanos 

Conantoquinas 

Contulaquinas 

Conorfamidas 

Actividad 

farmacológica 

Antagonista R. ACh nicotínico 

Antagonista R. ACh nicotínico 

Antagonista R. ACh nicotínico 

Bloqueador canal K+ AV 

Antagonista R. adrenérgico al 

Bloqueador canal Ca2+ presináptico 

Inhibidor transportador NA 

Bloqueador canal Ca2+ AV 

Bloqueador canal K+ AV 

Retrasa inactivación canal Na+ AV 

Bloqueador canal Na+ AV 

Modulador canal marcapaso 

Bloqueador canal Na+ AV 

Antagonista R. ACh nicotínico 

Bloqueador canal K+ AV 

Bloqueador canal Na+ AV 

? 

? 

Modulador canal K + A V Tipo BK 

Antagonista R. 5-HT3 

Antagonista R. ACh nicotínico 

Agonista R. vasopresina RPG 

Modulador canal K+ Tipo L 

Antagonista R. NMDA 

Antagonista R. neurotensina 

? 

Ejemplo 

. a.-GI 

a-SIl 

aA-EIVA 

KA-SIVA 

p-TIA 

&-TxIX 

x-MrI 

O)-GVIA 

K-PVIIA 

8-TxVIA 

JlO-MrVIB 

y-PnVIIA 

Jl"GIIIA 

",-PIllE 

KM-RIIIK 

Vx2 

gm9a, tx9a 

rlla, rllb 

KI-BtX 

(J-GVIIIA 

aS-RVIIIA 

Conopresina-S 

Contrifano-R 

Conantoquina· G 

Contulaquina-G 

Conorfanúda Sr 1 

R= receptor; ACh= acetilcolina; AV=activado por voltaje; NA= noradrenalina; 5-HT)= 5-
hidroxitriptarnina; RPG= Receptor acoplado a proteínas G; NMDA= N-metil-D-aspartato. ? = no 
descubierto. . 

21 



Basados en estos principios, se han descubierto 7 superfamilias (Tabla 1). Una 

superfarnilia puede tener varias familias con actividades farmacológicas distintas: 

superfamilia A (a-,aA-,K.A- y p-conotoxinas); superfamilia T (t- y x-conotoxinas); 

superfamilia O (co-,K-,6- y ~O-conotoxinas); superfamilia M (~-, KM- Y ",-conotoxinas); 

superfamilia P (conotoxinas espásticas); superfamilia 1 (péptidos excitatorios); 

superfamilia S (o y aS-conotoxinas). Algunas otras superfamilias no han sido designadas 

e incluyen las conopresinas, conantoquinas, contulaquinas, contrifanos' y conorfamidas. 

Así como existe una gran diversidad en las superfamilias y familias de las toxinas 

de Conus, una gran variedad de blancos farmacológicos han sido identificados, 

incluyendo muchos canales iónicos activados por voltaje y por ligando y receptores 

acoplados a proteínas G. Las familias de péptidos dentro de la superfamilia A incluyen 

las a-conotoxinas y las aA-conotoxinas, ambas antagonistas de los receptores nicotínicos 

de acetilcolina (Hopkins et al., 1995; Martínez et al ., 1995); también se encuentran las 

KA-conotoxinas, que bloquean los canales de potasio sensibles a voltaje (Craig et al. , 

1998). En la superfamilia M existen las jl-conotoxinas, que bloquean los canales de sodio 

sensibles a voltaje. También están las w-conotoxinas, antagonistas no competitivos de 

receptores de acetilcolina nicotínicos. La superfamilia O ha sido la más diversa en 

términos de funciones farmacológicas. Los miembros de esta familia incluyen las 0)

conotoxinas, que bloquean los canales de calcio sensibles a voltaje, las 1l0-conotoxinas, 

que bloquean canales de sodio de células sensibles a voltaje y las K-conotoxinas; que 

bloquean canales de potasio activados por voltaje (McIntosh & Iones, 200 1). 

5. ACTIVIDAD FISIOLÓGICA DE LAS CONOTOXINAS 

Como grupo, los caracoles Conus son especialistas en neurofarmacología. Para 

lograr el efecto fisiológico deseado en la presa inyectada, predador o competidor, 

múltiples conopéptidos actúan en una forma conjunta. El termino "camarilla de toxinas" 

ha sido aplicado a un conjunto de conopéptidos que actúan coordinadamente para lograr 

un efecto fisiológico paralítico. 
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El análisis sistemático de los componentes del veneno de caracoles piscívoros, 

principalmente de la especie C. purpurascens, definió la presencia de dos diferentes 

camarillas de toxinas en el veneno (Shon et al. , 1995; 1997; 1998b), cuyos efectos son 

separables tanto en tiempo como en espacio. 

El primero es un choque excitotóxico que causa la inmovilización inmediata de la 

presa inyectada; los componentes tóxicos incluyen péptidos que inhiben la inactivación 

del canal de sodio 'activado por voltaje, así como también péptidos que bloquean canales 

de potasio activados por voltaje. De esta forma, se realiza una despolarización masiva de 

los axones en la vecindad inmediata del sitio de la inyección, causando un efecto similar 

a una "electrocución" en el pez (Olivera, 2002). 

El segundo efecto fisiológico consiste en la total inhibición de la transmisión 

neuromuscular, en sitios remotos del sitio de la inyección. Los péptidos que realizan esta 

acción solo se han encontrado en los venenos de conos piscívoros, e incluyen péptidos 

que inhiben canales de calcio presinápticos que controlan la liberación de 

neurotransmisores, así como a canales de sodio que intervienen en la generación del 

potencial de acción muscular (Terlau & Olivera, 2004). 

Se desconoce si los .componentes de los venenos de los conos molusquívoros y 

vermívoros también ejercen la acción combinada para lograr una parálisis más potente y 

rápida de la presa. Hay que tener en cuenta que los peces son presas rápidas que 

requieren de igual forma una parálisis rápida, a diferencia de moluscos y poliquetos, que 

pueden ser de movimientos más lentos, o como ciertos gusanos poliquetos, estáticos (por 

ejemplo, familia Sabellidae (Olivera, 2002; Terlau & Olivera, 2004)). No obstante, cada 

péptido tiene un efecto biológico específico en un blanco de manera independiente. 

Las conotoxinas que tienen actividad en canales iónicos han sido ampliamente 

estudiadas. De esta manera, tres diferentes familias de péptidos de Conlls son conocidas 

por enlazarse . a canales de Na + sensibles a voltaje: las I-l- conotoxinas, que son 

bloqueadoras del canal; las I-lO- conotoxinas, que inhiben la conductancia del canal de 
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sodio, y las 8- conotoxinas que retrasan o inhiben la inactivación rápida del canal de 

sodio. 

Los péptidos de COIlUS que se enlazan a canales de K+ activados por voltaje apenas 

comienzan a caracterizarse; dos péptidos, lC-PVllA y KJvfRIIlK han sido investigados en 

considerable detalle (Shon et al., 1997; Ferber et al., 2003). Un aspecto contrastante entre 

péptidos que bloquean canales de K+ y aquellos que bloquean canales de Na + es que los 

péptidos de Conus enlazados a canales de Na + parecen estar ampliamente conservados en 

un amplio rango de especies de conos. 

Las toxinas mejor caracterizadas han sido las 00- conotoxinas, que bloquean canales 

de Ca2
+ activados por voltaje. Por ejemplo, oo-GVlA es el péptido de COIlUS 

probablemente más usado en la neurociencia; más de 2000 publicaciones en la literatura 

muestran el uso de oo-GVlA como una herramienta farmacológica, primariamente para 

inhibir la transmisión sináptica. A la fecha, las oo-conotoxinas han sido identificadas 

principalmente en caracoles piscívoros, aunque también los conos molusquívoros 

presentan algunas toxinas, y probableménte los conos vermívoros han desarrollado un 

repertorio de péptidos que se enlazan a canales de Ca2
+ activados por voltaje (Jones & 

13ulaj, 2000; Livett el al. , 2004). 

Una familia de conopéptidos bastante estudiada ha sido las a.-conotoxinas, que 

tienen como blancos selectivos diversos subtipos del receptor nicotínico, tanto muscular 

como neuronal (Santos et al., 2004). Algunas a.-conotoxinas tienen un gran uso como 

ligandos selectivos en las neurociencias básica o con potencial para el desarrollo clínico 

(Tabla 2). 

Determinar el blanco molecular en el que actúa una conotoxina no es una tarea 

fácil, dada la gran diversidad de funciones farmacológicas que han mostrado. Por lo 

tanto, la evaluación biológica de los componentes de un veneno puede iniciarse desde su 

inyección directa en un organismo. En el caso de las conotoxinas, para evaluar la 

actividad biológica de los péptidos se ha usado el ensayo de la inyección intracraneal de 
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los péptidos purificados en ratones, debido a que se puede obtener indicios rápidos de 

actividad tóxica en el sistema nervioso central de un vertebrado, y en algunas ocasiones, 

del canal o receptor iónico en el que están actuando (Olivera et al., 1999). 

Para la evaluación farmacológica de diferentes conotoxinas también se han 

utilizado preparaciones biológicas de tejidos aislados de diferentes especies de 

vertebrados, por ejemplo íleon de cobayo, músculo de rana, músculo cardiaco de rata, 

entre otros. Cada una de estas preparaciones presenta diferentes canales jónicos activados 

por ligando o voltaje, y mediante el uso de agonistas o antagonistas se trata de precisar el 

mecanismo de acción del compuesto evaluado. 

Dado que la función del veneno de los caracoles del género Conus es la de 

inmovilizar y matar a sus presas, el blanco de acción principal de las conotoxinas recae 

en los canales iónicos de membranas que transmiten las señales químicas y eléctricas, o 

en los receptores que los modulan (Terlau & Olivera, 2004). Para determinar el canal 

iónico en el que actúa la conotoxina, las técnicas electrofisiológicas constituyen la 

herramienta más sensible. Se ha extendido el uso de ovodtos de Xenopus laevis, 

transfectados con un canal jónico particular, conectados por medio de electrodos a un 

sistema de registro; a estas células se les agregan las toxinas, y si existe un cambio 

particular en el flujo de iones se puede determinar el mecanismo de acción del veneno o 

la fracción evaluada. 

La diversidac! en 10 : blancos de acción de las conotoxinas está asociada con un 

proceso de duplicación de loe; muy rápido y una divergencia sin precedentes (Duda & 

Palumbi, 1999; Duda et al. , 2001; Duda & Kohn, 2005). Además, se postula que las 

conotoxinas están bajo fuerte selección genética en respuesta a variaciones en la 

disponibilidad de un tipo de presas a través del tiempo, es decir, se presenta una " lucha 

estratégica (anns race)" entre las conotoxinas y los receptores de las presas. La 

coevolución del depredador y la presa pueden generar fuerzas evolutivas similares a las 

que tienen los hospederos-patógenos, y puede proveer de los mecanismos por los que loei 

genéticos ecológicamente relevantes se diversifican rápidamente (Duda et aL , 2001). 
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U.ANTECEDENTES 

Las primeras investigaciones de los componentes activos de los venenos de Conus 

fueron motivadas por los reportes médicos de las personas que sufrieron picaduras, 

algunas de ellas mortales, de algunas especies de Conus de la región del Indopacífico 

(Halstead & Halstead, 1988; Cruz & White, 1995). 

Los trabajos pioneros en la toxicología de Conus fueron hechos por Endean y 

colaboradores (Endean & Rudkin, 1963; 1965), quienes evaluaron el efecto de los 

venenos crudos de una gran variedad de especies de Conus en diferentes animales (peces, 

gasterópodos y poliquetos). Encontraron que existe selectividad de los venenos totales de 

Conus hacia el grupo de presas. No obstante, las interacciones detalladas entre una sola 

especie de Conus y los otros animales en su ambiente son en su mayor parte 

desconocidos; de esta forma, el espectro biológico que se encuentra en cualquier veneno 

no puede ser predicho a priori . 

. El primer péptido de Conus del ,que se determinó la secuencia de aminoácidos 

completa y subsecuentemente fue confirmada por síntesis química, fue la a-GI, un 

péptido de 13 aminoácidos con dos puentes bisulfuro de C. geographus (Cruz et al., 

1978; Gray et al., 1981). p .espués siguió la caracterización de las Il-conotoxinas, el otro 

grupo mayor de péptidos paralizantes en mamíferos (Stone & Gray, 1982; Cruz et al., 

1985a). La presencia de estos dos péptidos en el veneno de C. geographus explicó la 

letalidad que tuvo el veneno en los humanos (Cruz & White, 1995). 

Los estudios realizados en la Universidad de Utah por Baldomero Olivera desde los 

años ochenta hasta la fecha han sido los más extensos con respecto a la caracterización 

bioquímica y farmacológica de péptidos aislados de Conus, principalmente de la región 

del Indopacífico. Sus investigaciones demostraron que los péptidos de Conus, cuando son 

inyectados en el sistema nervioso central de roedores, pueden alterar drásticamente la 

conducta de los animales (Clark et al., 1981; Olivera et al. , 1990; 1999). 
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Las conotoxinas fueron identificadas inicialmente con base en la acción que 

ejercían cuando se inyectaban en el sistema nervioso central (SNC) del ratón. Uno de los 

estudios iniciales con la especie Conus geographus consistió en la inyección en el SNC 

de cada uno de las diferentes fracciones obtenidas de la separación cromatográfica del 

veneno total, observándose que la mayor parte de éstas ejercían efectos que modificaban 

el comportamiento normal de los ratones, y que estas modificaciones eran de naturaleza 

variable según el péptido (Spence et al., 1977; Cruz et al., 1978; Clark et al., 1981; 

Olivera et al., 1985b) (Figura 4). 
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Perfil cromatográfico del 
veneno total de C. 
geographus. Se muestran 
los efectos · producidos 
por los diferentes 
péptidos en la conducta 
de los ratones. Tomado 
de Olivera, 2000. 



La sintomatología característica que provocaban las toxinas en los ratones 

permitió definir algunas familias de conotoxinas. De esta forma, la inyección de (i- y ~

conotoxinas en ratones, invariablemente produce la parálisis y muerte del animal; y las 

conopresinas producen un notable incremento en la actividad de "rascarse" y "acicalarse" 

de los ratones (Olivera et al., 1999). 

Uno de los ejemplos más evidentes fue el aislamiento de las toxinas que provocan 

fuertes temblores en los animales, las que fueron denominadas ro-conotoxinas (Olivera et 

al., 1984). De esta familia de conotoxinas se han aislado dos péptidos muy importantes: 

la ro-conotoxina GVIA, que ha sido una de las toxinas más ampliamente usadas en 

neurociencia, ya que es útil para inhibir la transmisión sináptica y para evaluar si están 

presentes subtipos tipo N de los canales de calcio (Olivera et al., 1984). El otro caso es la 

ro-conotoxina MVIIA, que ya ha sido aprobada como analgésico para bloquear el dolor 

en algunas enfermedades; su nombre comercial es Prialt (Wermwling, 2005). 

Otros péptidos, después de la inyección intra.craneal en los ratones, provocaron 

síntomas de adormecimiento/actividad trepadora en los animales (Fig. 4); después se 

demostró que estos compuestos eran antagonistas de los receptores NMDA y tienen 

potencial terapéutico para tratar la epilepsia (White et al., 2000). 

De esta manera, se ha demostrado que los venenos producidos por estos animales 

contienen toxinas cuyos blancos de acción son los receptores del sistema nervioso y 

muscular donde actúan rápida, potente y específicamente. 

Por lo tanto, la capacidad de las conotoxinas para actuar también como ligando s 

selectivos para canales y receptores del sistema nervioso de mamíferos, ha provocado un 

gran interés en la química y la neurofarmacología, por la capacidad de estos péptidos para 

discriminar subtipos de canales y receptores iónicos, y por su posible aplicación como 

fármacos (Alonso et al., 2003; Livett et al., 2004) (Tabla 2). 
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Tabla 2. Péptidos de Conus que se encuentran en etapa de investigación médica. 

Especie Conotoxina Aplicación Etapa clínica Compañía 
C. victoriae a-Vcl.l Dolor neuropático Preclínica Metabolic (Australia) 
C. catus ro-CVID Dolor neuropático FaseIl Amrad (Australia) 
C. marmoreus X -MrIAJMIRV Dolor neuropático Preclínica Xenome (EUA) 
C. geographus Contulaquina-G Dolor crónico FaseIl Cognetix (EUA) 
C. geographus Conantoquina-G Epilepsia Preclínica Cognetix (EUA) 
Tomado de Llvett et al., 2004. 

lIT. ESTUDIOS REALIZADOS EN MÉXICO 

Los estudios toxicológicos de Conus realizados en México han sido realizados en 

el Laboratorio de Neurofarmacología Marina del Instituto de Neurobiología, bajo la 

supervisión del Dr. Edgar Heimer de la Cotera y del Dr. Manuel Aguilar Ramírez. De las 

investigaciones realizadas, Maillo y colaboradores (2002) lograron aislar y caracterizar 

. una toxina -la conorfamida Srl-, de la especie C. spurius, correspondiente a una nueva 

familia de péptidos. Asimismo, de la especie C. delessertii, se aisló un péptido similar a 

una y-conotoxina (Aguilar et al. , 2005a), y un péptido (deBa), el cual presentó un nuevo 

patrón de 8 cisteínas (Aguilar et al., 2005b). Con respecto a la especie C. austini que se 

trabajó en este proyecto, sólo existe un reporte acerca del efecto del veneno total en íleon 

aislado de cobayo (Feregrino-Pérez, 2004). 

IV. JUSTIFICACIÓN 

Es conocido que la familia Conidae está conformada mundialmente por más de 500 

especies que habitan principalmente regiones tropicales, constituyendo uno de los más 

diversos y dominantes géneros de depredadores. El uso de neurotoxinas ha sido la clave 

de su éxito : cada especie puede tener en promedio más de 100 diferentes péptidos con 

una actividad biológica definida. No obstante, a pesar de la riqueza natural que existe de 

las conotoxinas, sólo unos pocos péptidos de algunas especies de Conus han sido 

caracterizados. 
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Por lo tanto, se estudiaron las características bioquímicas y los efectos biológicos 

de los componentes purificados del veneno de C. austini, ya que no existían antecedentes 

publicados hasta el momento. De igual forma, también se estudió el tipo de alimentación 

de la especie C. austini. 

Desde un aspecto bioquímico (y con cierta implicación evolutiva), fue de particular 

interés determinar si los componentes tóxicos de un caracol vermÍvoro del Golfo de 

México (c. austini), son similares en su estructura primaria (secuencia de aminoácidos) 

con toxinas aisladas de los caracoles de la región del lndopacífico. Además, las toxinas 

de los caracoles vermÍvoros han sido las menos estudiadas (Apéndices 1 y 2). 

Desde un punto de vista farmacológico, se pretendió descubrir si los péptidos 

aislados presentaban actividad tóxica en un modelo de mamífero. Se seleccionó la 

especie Mus musculus (ratón), porque ha sido extensivamente usada para evaluar el 

efecto biológico de conotoxinas. Por otro lado, se investigó si las conotoxinas aisladas de 

C. austini tendrían un efecto biológico en otros organismos en los que se han evaluado 

otras conotoxinas, como son los peces y los moluscos. Por ejemplo, se ha demostrado que 

las conotoxinas de conos vermívoros pueden ejercer actividad biológica tóxica en ciertos 

peces -por ejemplo, el contrifano-Vn de C. ventricosus (Massilia et al., 2001). En el caso 

de los moluscos, se decidió utilizarlos como ensayos porque la y-conotoxina aislada de C. 

austini fue similar estructuralmente a las y-conotoxinas de conos molusquívoros (es decir, 

la toxina TxVIIA, de C. textile y la toxina PnVIIA, de C. pennaceus), que presentaron 

actividad biológica en moluscos dulceacuÍcolas o marinos (Fainzilber et al., 1998). 

v. HIPÓTESIS 

El grupo de los caracoles vermÍvoros ha sido el menos estudiado con respecto a las 

propiedades bioquímicas de sus conotoxinas, y los estudios toxinológicos se han 

enfocado en su mayor parte a los caracoles del lndopacífico; por lo tanto, se esperan 

encontrar nuevas secuencias de toxinas de C. austini, una especie aislada 

geográficamente de las anteriores. 
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Se ha demostrado que los caracoles Conus producen una gran variedad de 

sustancias neurotóxicas, algunas de las cuales tienen un efecto biológico en animales que 

no son sus presas naturales; por lo tanto, los péptidos purificados de la especie C. austini 

ejercerán un efecto sobre canales iónicos y/o receptores del sistema nervioso de los 

modelos biológicos seleccionados. 

VI. OBJETIVOS 

Objetivo General 

Caracterizar bioquímicamente algunos de los componentes peptídicos mayoritarios 

del veneno de Conus austini, así como evaluar la especificidad y efectos biológicos de las 

toxinas aisladas en el sistema nervioso de diferentes animales. 

Objetivos específicos 

1. Identificación del tipo de alimentación de la especie Conus austini. 

2. Caracterización bioquímica de algunas conotoxinas del veneno de C. austini. 

a) Purificación total de 5 péptidos del veneno de C. austini. 

b) Determinación de la secuencia de aminoácidos de los péptidos. 

3. Evaluación de la especificidad y actividad biológica tóxica de los péptidos purificados 

de C. austini en las especies Mus musculus (ratón), Lebistes reticulatus "(pez), Pomacea 

paludosa y Patella opaea (moluscos). 
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS 

1. RECOLECCIÓN DE LA ESPECIE C. austini 

Los caracoles fueron recolectados del 14 al 19 de octubre del 2000 en la plataforma 

de Tamaulipas (a profundidades de 50-80 m), y fueron congelados inmediatamente a 

-20°C. Posteriormente fueron transportados al laboratorio de Neurofarmacología Marina, 

del Instituto de Neurobiología (Juriquilla, Querétaro), donde fueron congelados a 

-70 oC, hasta su estudio. 

2. IDENTIFICACIÓN DEL TIPO DE ALIMENTACIÓN DE C. austini 

La concha de 60 ejemplares fue rota con una prensa. Con la ayuda de un 

microscopio estereoscópico se observó el sistema digestivo -esófago, estómago e 

intestino- de los ejemplares, y se aislaron los contenidos estomacales. Los contenidos 

estomacales fueron preservados en formol al 5 % (formalina al 5 %; 95 % agua marina), 

luego colocados en portaobjetos y observados en un microscopio óptico. 

3. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE ALGUNOS PÉPTIDOS DEL VENENO 

a) PREPARACIÓN DEL EXTRACTO VENENOSO 

Los conductos venenosos de 60 ejemplares se aislaron; los conductos fueron 

colocados en una solución de extracción de proteínas (2% (v/v) de ácido trifluoroacético 

(TF A), 40% (v/v) de acetonitrilo (ACN» , y fueron homogenadoss utilizando un 

homogenizador de tejidos de vidrio con punta de teflón, y centrifugados a 10 000 

gravedades. El sobrenadante (extracto crudo) fue separado, y se le determinó la 

concentración de proteína total mediante el método de Bradford (1976), utilizando 

albúmina sérica bovina como estándar para la curva de calibración. 
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b) PURIFICACIÓN DE LOS PÉPTIDOS POR HPLC 

Existen muchos métodos basados en líquidos para separar péptidos o proteínas de 

una mezcla compleja de compuestos biológicos. No obstante, la cromatografía líquida de 

alta presión (HPLC) ha sido una de las técnicas principales usadas para la separación de 

moléculas biológicas contenidas en los venenos animales. 

Las separaciones por cromatografia liquida de alta resolución de fase reversa 

(RP-HPLC) fueron hechas en un equipo Varian modelo Prostar 310. Se utilizó un asa de 

inyección de 1 mI. La detección de los péptidos fue realizada con un espectrofotómetro 

de flujo ajustado a 220 nm de longitud de onda. Se preparó la siguiente composición de 

disolventes: solución A (0.1 % de TFA en agua desionizada) y solución B (0.085 % TFA 

en ACN al 90 %). 

Para la separación cromatográfica por RP-HPLC del extracto crudo de C. austini, se 

utilizó una columna analítica C18 (Vydac 218TP54, 4.6x 250 mm; tamaño de partícula 

de 5 ~m), provista con una precolumna (Vydac, 218GK54, 5 ~m tamaño de partícula). A 

la columna se le aplicó 5% de solución B por 10 minutos; posteriormente, se desarrolló 

un gradiente de 5-55% de solución B en 100 minutos a un flujo de 1rnVmin. En cada paso 

de purificación se cargó en ~a columna'" 1 mglmI de veneno crudo. 

Para la primera purificación de los péptidos (denominados as15a, asB, as7a, as14a 

y as14b), se utilizó una columna analítica C18 (Vydac 218TP54, 4.6 x 250 mm; tamaño 

de partícula de 5 ~m), provista con una precolumna (Vydac, 218GK54, 5 ~m tamaño de 

partícula). Se realizó un paso isocrático de separación de 20% de solución B durante 20 

min, seguido de un gradiente lineal de 20% a 35% de solución B en 60 minutos. El flujo 

fue de 1 rnVmin. 

La segunda separación cromatográfica involucró una columna analítica C8 (Vydac 

208TP54, 4.6 x 250 mm; tamaño de partícula de 5 ~m), provista con una precolumna 

(MetaGuard Nucleosil C8, 4.6 mm x 10 mm, 5 ~m tamaño de partícula) 
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Los péptidos asl5a, as14a y as14b fueron separados utilizando un gradiente lineal 

de 20 % de solución B durante 10 minutos, seguido de un gradiente lineal de separación 

de 20% a 35% de solución B durante 60 minutos. Los péptidos asB y as7a fueron 
I 

separados utilizando un gradiente lineal de 20 % de solución B durante 10 minutos, 

seguido de un gradiente lineal de separación de 20% a 35% de solución B durante 150 

minutos. En todas las purificaciones se midió la absorbencia a 220 run. ). 

c) REDUCCIÓN Y ALQUILACIÓN DE LOS PÉPTIDOS PURIFICADOS 

Para detectar los residuos de cisteÍna en el proceso de secuenciación de Edman, es 

necesario reducir los péptidos para romper los puentes bisulfuro de las cisteínas, y 

modificarlos mediante la introducción de un grupo alquilo, para evitar que se formen los 

puentes nuevamente. De esta forma se obtuvieron derivados denominados PTH

piridiletilcisteínas (pTH-PEC), que permitieron confirmar la localización de las cisteínas 

en la secuencia de aminoácidos de cada péptido. 

Para reducir los compuestos, se utilizó ~ 1 runol de cada péptido y se añadió una 

solución que contenía 100 mg de guanidina (concentración final, 6 M), en 100 ¡.tI de 

amortiguador TRIS O.IM pH 8 Y 40 ¡.tI de ditiotritol 50 mM; la reacción se llevó a cabo a 

65 oC por 25 mino La alquílación de las cisteínas libres (reducidas) fue hecha agregando 

4 ¡.tI de 4-vinilpiridina, dejando reaccionar por 18 h a temperatura ambiente (bajo 

atmósfera de N2). Los péptidos piridiletilados fueron separados de los reactivos usados 

para la reducción y alquilación mediante RP-HPLC utilizando una columna 

analíticaVydac C18 (Vydac 218TP54, 4.6 x 250 mm; tamaño de partícula de 5 ¡.tm), 

provista con una precolumna (Vydac, 218GK54, 5 ¡.tm tamaño de partícula). A la 

columna se le aplicó 10% de solución B por 20 minutos; posteriormente, un gradiente de 

solución B de 10-60%B en 50 min, a un flujo de lml/min. Los péptidos derivados fueron 

llevados a sequedad. 
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d) SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS DE LOS PÉPTIDOS 

El análisis de la secuencia de aminoácidos por degradación de Edman ha sido una 

de las técnicas más usada para la determinación de novo de péptidos y proteínas debido a 

su alta sensibilidad. 

La secuenciación automatizada utiliza el reactivo de Edman, fenilisotiocianato. La 

reacción libera el aminoácido amino-terminal como un derivado de la feniltiohidantoína, 

el cual se identifica mediante HPLC. El aminoácido próximo por secuenciar entonces se 

deriva y se elimina, luego se repite el proceso. Una secuencia de 30-40 residuos de 

aminoácidos se determina en una operación continua. 

Los péptidos piridiletilados (300-500 pmol) fueron disueltos en 30 J.11 de TF A: 

agua, 2: 1 (v/v), y fueron analizados mediante un secuenciador automático de proteínas 

(procise 491 Protein Sequencing System, Applied Biosystems, Foster City, CA), bajo el 

principio de degradación de Edman. Las modificaciones postraduccionales se 

determinaron a partir de secuenciar toxinas conocidas que presentan los residuos 

modificados de y-carboxiglutamato e hidroxiprolina, con el propósito de conocer el 

tiempo de elución de las modificaciones resultantes en el cromatograma. 

e) ESPECTROMETIÚA DE MASAS 

El perfil espectrométrico de las masas de los péptidos purificados tuvo dos 

propósitos: evaluar la pureza de la muestra y conocer la masa molecular del péptido. Se 

utilizó la espectrometría MALDI-TOF que utiliza una técnica de generación de iones por 

desorciónlionización mediante láser inducida por matriz (Matrix-Assisted . Laser 

DesorptionlIonisation, MALDI). Estos iones son acelerados en un campo eléctrico para a 

continuación penetrar en un tubo de recorrido o vuelo libre sin campo eléctrico alguno. 

Para un voltaje de aceleración dado, el tiempo de vuelo (Time-Of-Flight, TOF) 

que lleva a un ion alcanzar el detector es proporcional a su relación masa/carga, miz. Esta 

técnica puede detectar tanto iones de carga positiva y negativa. La instrumentación 
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MALDI-TOF es altamente sensible para el análisis de proteínas y péptidos originando 

espectros sencillos (las especies se cargan normalmente + 1) Y con una cantidad mínima 

de muestra. 

Las muestras de los péptidos nativos as ISa, asB, as7a, as 14a y as 14b (~l 00 pmol) 

fueron evaluadas en un equipo Voyager DE (Applied Biosystems). Los espectros fueron 

obtenidos en el modo reflector positivo, con un voltaje de aceleración de 20 000 voltios, 

usando ácido sinapínico como matriz. 

f) CORTE ENZIMÁTICO DEL PÉPTIDO as15a 

El péptido as ISa se fragmentó con a-quimotripsina. La a-quimotripsina hidro liza 

péptidos y proteínas en el lado carboxilo de los aminoácidos aromáticos triptofano, 

tirosina y fenilalanina, y también en el extremo carboxilo de leucina y metionina. 

Previamente a la fragmentación enzimática del péptido, éste fue desnaturalizado y 

solubilizado para una digestión rápida y completa. La digestión se realizó con 200 f.ll de 

solución de bicarbonato de amonio CNHtHC03) 0.1 M Y cloruro de calcio (CaCh) 0.1 

mM. El pH (8-8.5) se ajustó con ~OH. Se agregó 1 f.ll de quimotripsina (1 f.lg/f.ll) y se 

incubó a 37°C por una hora. Inmediatamente después fue separado por RP-HPLC; se 

utilizó una columna analítica C8 (Agilent, Eclipse XDB-C8, 5 f.lm, 4.6 x 150 mm) y un 

asa de inyección de la muestra de 5 mi, con un gradiente de 0-50% de solución B por 50 

minutos. 

g) ANÁLISIS DE AMINOÁCIDOS DE LOS PÉPTIDOS as15a y as14b 

El análisis de aminoácidos fue realizado para los péptidos as15a y asl4b, de 

acuerdo a las técnicas de Heinrikson & Meredith (1984) y Cohen y colaboradores, 1986, 

para corroborar las estructuras primarias obtenidas inicialmente por la técnica de la 

degradación de Edman. 
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El análisis de aminoácidos se basó en la hidrólisis ácida gaseosa de los péptidos, 

seguida por la formación del derivado feniltiocarbamilo (PTC) de los aminoácidos, vía 

derivación con fenilisotiocianato (PITC). Posteriormente, los derivados PTC

aminoácidos fueron separados mediante RP-HPLC, detectando a 254 nm. 

Los péptidos (500 pmol) fueron hidrolizados a HO°C por 24 horas empleando la 

técnica de hidrólisis en fase gaseosa con ácido clorhídrico (HCI) al 30% conteniendo 1% 

de fenol (v/v). Se removió al vacío el exceso de HCI, y los péptidos fueron neutralizados 

con un exceso de trietilamina (TEA) y derivados con una mezcla de metanol-TEA-PITC

agua (7: 1: 1: 1). Después de una incubación de 20 minutos a temperatura ambiente, las 

muestras fueron reconstituidas en la siguiente mezcla: solución de fosfato de sodio 

dibásico 5 rnM-acetonitrilo-metanol (19: 1:5); después las muestras separadas mediante 

RP-HPLC. 

Las muestras se inyectaron en volúmenes de 20 III (100 pmol) en un cromatógrafo 

Waters 2487, con detección de la absorbencia a 254 nm. Se utilizó una columna NovaPak 

C 18, y se utilizó un asa de inyección de 20lll. La separación se realizó a temperatura de 

45 oc. El gradiente fue de 10-51 % de solución B en 30 minutos y el flujo fue 1 ml/min. 

Las soluciones empleadas para eluir las muestras fueroh: solución A: acetato de sodio 

0.14 M con TEA (0.5 ml/l); ajustando el pH con ácido acético glacial hasta 6.34. 

Solución B: ACN al 60% en agua. 

4. BIOENSAYOS 

a) INYECCIÓN EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE ROEDORES 

El efecto biológico de las toxinas purificadas asl5a, as7a, as14ay as14b se evaluó 

mediante la inyección intracerebral (i.c.) en ratones CD-l, machos, de 28 días de edad. El 

peso promedio de los animales fue de 20 ± 2 g. Los animales fueron mantenidos en el 

Bioterio del Instituto de Neurobiología, bajo las siguientes condiciones: un periodo de 

iluminación de 16 h Y 8 h de oscuridad, bajo una humedad y temperatura controladas. Se 
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inyectaron 30 111 del péptido (disueltos en solución salina 0.9% NaCl), vía intracerebral, 

de acuerdo con la técnica de Clark et al., 1981. Se utilizó una jeringa de insulina de 0.5 

mI (aguja no. 27). 

La manipulación de los animales se realizó de la siguiente manera: el ratón fue 

colocado sobre una toalla de papel y la cabeza fue sujeta con los dedos pulgar e índice. 

La aguja fue insertada perpendicularmente al cráneo en el hemisferio derecho del 

cerebro, a través del cráneo. La profundidad de penetración de la aguja fue de 2.5 mm. 

Después de la inyección de los 30 111 de muestra, los animales fueron colocados en una 

caja para su observaci~n. Tanto en controles como en grupos experimentales, se 

utilizaron tres individuos por tratamiento. Se aplicó al menos una dosis de cada una de las 

toxinas en concentraciones desde 120 pmol hasta 500 pmol. El tiempo de la inyección fue 

registrado, y de igual manera se registró el tiempo en el que el ratón comenzó a desplegar 

síntomas anormales, el cuál fue comparado con animales controles, que sólo fueron 

inyectados con solución salina normal (0.9% NaCl). 

b) INYECCIÓN INTRAMUSCULAR EN PECES 

Peces macho adultos de la especie Lebistes reticulatus (peso promedio de 0.215 g ± 

0.015 g) fueron utilizaron Los peces fueron adquiridos en un acuario local y fueron 

aclimatados posteriormente en un acuario de agua dulce, localizado en el bioterio del 

Instituto de Neurobiología. Los peces fueron mantenidos, antes de aplicarles las toxinas, 

en un acuario con agua dulce durante una semana, en la que la temperatura se mantuvo a 

23 ± 1°C, bajo condiciones constantes de aireación y filtración, y alimentación diaria. Se 

les inyectaron a los peces 10 111 de los péptidos as15a y as7a disueltos en solución salina 

normal (NaCI 0.9 %), vía intramuscular (250 pmol/pez, n=3) (Favreu et al., 1999). Se 

registró cualquier cambio en el comportamiento de los animales, y se compararon con un 

grupo control. Se utilizaron tres individuos por tratamiento en el grupo control y en el 

grupo experimental. 
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c) INYECCIONES INTRAMUSCULARES EN MOLUSCOS 

1) Ejemplares adultos del molusco Pamacea paludasa (peso promedio de 18 ± 3 g) se 

utilizaron. Los caracoles fueron obtenidos de un distribuidor local y fueron mantenidos 

en un acuario con las condiciones descritas anteriormente para los peces. Se inyectaron 

en los moluscos alícuotas de 30 Jll del péptido as7a por vía intramuscular (250 

pmol/caracol, n=3), específicamente en la parte anterior del pie. Los caracoles de esta 

especie se encuentran comúnmente adheridos a los vidrios de los acuarios. Por lo tanto, 

se consideró una respuesta tóxica positiva si los caracoles se desprendían del vidrio y 

sufrían algún efecto paralítico o encogimiento del cuerpo .en la concha (Shon et al., 1994; 

Hasson et al., 1995). Los animales utilizados como control no se desprendieron del vidrio 

al ser inyectados con solución salina normal. Tanto en controles como en grupos 

experimentales, se utilizaron tres individuos por tratamiento. 

2) También caracoles adultos de la especie Patella apea se utilizaron (peso promedio 0.2 

± 0.028 g). Los moluscos fueron recolectados en MaZatlán, Sinaloa. Los animales fueron 

aclimatados -previoamente a los experimentos- durante 3 dias, en un acuario marino, con 

filtración y oxigenación, a una temperatura de 23 ± 1°C; la salinidad fue de 35 gil. Se 

inyectaron en los moluscos alícuotas de 30 Jll de los péptidos as15a y as7a, en la parte 

posterior del músculo pedal del caracol. (250 pmol/caracol, n=3). El animal inyectado fue 

colocado posteriormente en su posición normal en una caja de Petri con agua marina con 

aire. Una respuesta positiva fue definida como una contracción extrema del músculo del 

pie, resultando en un endurecimiento obvio del pie y la pérdida de habilidad para 

mantenerse adherido a la superficie (Fainzilber & Zlotkin, 1992). En el grupo control y 

en el grupo experimental, se utilizaron tres individuos por tratamiento. 
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VIII. RESULTADOS 

l. ASPECTOS MORFOMETRICOS DE Conus auslini 

La concha y del aparato venenoso (bulbo y conducto) fueron medidos, asi como el 

peso del organismo completo y de cada una de las estructuras del aparato venenoso: 

Numero de ejemplares= IO 
Peso promedio del organismo con concha: 8.00 ± 1.5 g 
Longitud de la concha: 37 ± 3 mm 
Peso del conducto: 24. OS ± 3 rng 
Peso del bulbo: 20.95 ± 2 rng 
Longitud del conducto: 25 ± 4 mm 
Longitud del bulbo: S ± l mm 

2. DETERMINACIÓN DEL TIPO DE ALIMENTACIÓN DE C. al/sl illi 

El contenido estomaca1 de 60 ejemplares C. auslini, recolectados en la región de 

Tampico, Tamaulipas, fue analizado microscópicamente. De las 60 muestras analizadas, 

en 8 de ellas se encontraron quetas de poliquetos, lo que demostró una alimentación 

vermívora (Fig. 28). Se descartó otro tipo de alimentación, ya que no se encontraron 

restos de escamas o vértebras de peces, o restos del cuerpo y opérculo de moluscos. 

3. CARACTERIZACIÓN BIOQUÍMICA DE ALGUNOS PÉPTIDOS DEL VENENO 

a) OBTENCIÓN DEL EXTRACTO CRUDO 

Se extrajeron los conductos venenosos de C. Gustin; bajo un microscopio 

estereoscópico. Los conductos venenosos pesaron en promedio 24 mg, y se obtuvieron 

500 ~g de proteínas solubles de cada uno de eUos (el resto del material lo constituyeron 

los componentes citoplasmáticos del conducto). 
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b) PURIFICACIÓN DE 5 TOXINAS DEL VENENO DE Conus austini 

La estrategia general que se ha utilizado comúnmente para separar y purificar los 

péptidos de los venenos de Conus involucra una separación inicial por HPLC de fase 
• 

reversa con columnas C 18 eluídas con un gradiente lineal de acetonitrilo en 0.1 % de . 

TFA. 

La separación de los componentes del veneno produjo más de 25 fracciones que se 

pueden observar en el cromatograma de la figura 5. Se seleccionaron 5 fracciones del 

veneno que presentaron una alta concentración para su purificación total. Las fracciones 

fueron definidas como as15a, asB, as7a, as14a y as14b (Fig. 5). 
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Figura 5. Separación cromatográfica por RP-HPLC del extracto crudo de C. austini. Se 

utilizó una columna C18 (Vydac, 218 TP54; 4.6 x 250 mm; tamaño de partícula de 5 

Ilm). A la columna se le aplicó 5% de solución B por 10 min; posteriormente, se 

desarrolló un gradiente de 5-55 % de solución B en 100 min a un flujo de 1 ml/min. La 

detección de los péptidos se realizó a 220 nm. Se utilizó como solución A: TFA al 0.1 %. 

Solución B: TFA 0.085 % + 90 % ACN. 
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La purificación de cada uno de los péptidos se llevó a cabo en dos 

procedimientos; primeramente, con una columna cromatográfica analítica C 18 (Fig. 6), Y 

en un segundo paso, utilizando una columna cromatográfica analítica C8 con gradientes 

variables de acuerdo al péptido (Fig. 7). 
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Figura 6. Purificación de los péptidos asl5a, asB, as7a, as14a y as14b en una columna 
analítica C18 (Vydac, 218 TP54; 4.6 x 250 mm; tamaño de partícula de 5 /lm), utilizando 
un gradiente de separación de 20% de solución B en 10 minutos, y de 20-35% de 
sol~ción B en 60 minutos. El flujo fue de lmVmin. 
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Figura 7. La purificación final de los péptidos fue hecha con una columna e8 (208TP54, 

4.6 x 250 mm; tamaño de partícula de 5 11m). Los péptidos as15a, as14a y as14b fueron 

separados utilizando un gradiente de separación de 20 % de solución BIl O min, y de 20% 

a 35% de solución B/60 minutos. Los péptidos asB y as7a fueron separados mediante un 

gradiente de separación más lento que los casos anteriores (de 20 a 35 % B en 150 min, 

después de un paso isocrático a 20 % de solución B durante 20 min). En todos los casos 

se utilizó como solución A: TFA al 0.1 %, Y como solución B: TFA 0.085 % + 90 % 

ACN. 
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c) REDUCCIÓN Y ALQUILACIÓN DE LOS PÉPTIDOS 

La formación de puentes di sulfuro es la modificación postraduccional que más se . 

presenta en las conotoxinas. Por lo tanto, determinar la posición y número de los residuos 

de cisteínas fue un paso vital para la caracterización de las conotoxinas. La reducción de 

los péptidos tuvo la finalidad de romper los puentes bisulfuro, y la alquilación evitó que 

se formen nuevamente dichos puentes. Estos procedimientos químicos son 

imprescindibles para observar los residuos de cisteína durante la secuenciación del 

péptido por la técnica de degradación de Edman. Las fracciones obtenidas por la 

reducción y alquilación de los péptidos as15a, asB, as7a, as14a y as14b se muestran en la 

figura 8. 
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Figura 8. Perfil cromatográfico de los péptidos purificados y alquilados. Se utilizó una 
columna C18 (Vydac 218TP54, 4.6 x 250 mm; tamaño de partícula de 5 ~m) . A la 
columna se le aplicó 10% de solución B por 20 minutos, seguido de un gradiente de 10-
40% de solución B/30 min, a un flujo de 1 ml/min. La detección de los péptidos 
piridiletilados se realizó a 220 nm. 
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d) MASAS MOLECULARES DE LOS PÉPTIDOS PURIFICADOS 

Medir el peso molecular es una tarea básica para conocer si la secuencia de 

aminoácidos está completa, así como también para determinar si el extremo carboxilo 

terminal está amidado o en forma libre. En las figuras 9A-E se muestran los resultados 

obtenidos de la espectrometría de masas por MALDI-TOF de los péptidos as15a, asB, 

as7a, as14a y as14b, respectivamente. 
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Figura 9A. Espectro de masas del péptido as15a. La señal miz de 2645.12 corresponde 

con la masa molecular monoisotópica de 2644. 12 Da. 
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Figura 9B. 

Espectro de masa 
molecular del péptido 
asB. La señal 2264.92 
corresponde con la masa 
monoisotópica de 
2263 .92 Da. 

Figura 9C. 

Perfil de masa molecular 
del péptido as7a. La 
señal de 3237.16 
corresponde con la masa 
mono isotópica de 
3236.16 Da. 
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Figuras 9D-E. Los espectros de masas moleculares de los péptidos purificados as14a y 
as14b mostraron señales miz de 2884.92 y 3309.63, correspondientes con las masas 
monoisotópicas de 2883 .92 (as14a) y 3308.63 Da (as14b), respectivamente. Se 
observaron en ambos casos, señales con valores mayores a 16 Da, que corresponden 
probablemente con la oxidación del residuo metionina. En el caso de as 14a, también se 
observaron señales con un valor de 22 unidades más altas que la masa monoisotópica, y 
corresponde probablemente a aductos de sodio. 
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e) ESTRUCTURA PRIMARIA DE LOS PÉPTIDOS PURIFICADOS 

Las secuencias obtenidas y la masa calculada (la suma de la masa molecular de 

cada uno de los residus de aminoácidos que componen al péptido), así como la masa 

monoisotópica experiinental (obtenida por la técnica de MALDI-TOF), se muestran en la 

Tabla 3. Los residuos de cisteína y los residuos modificados postraduccionalmente están 

resaltados en negrillas. 

T bl 3 L a a . . r 1 d a secuenCIa mea '"d d 1 , "d "fi d d e e ammoaCI os e os peptl os pun ca os e "aus mI. 

Péptido Secuencia de aminoácidos No. Masa Masa 

aa calcul. " a expenm. 

as15a CKCPSCNFNDVTENCKCCIFRQP& 23 2644.06 2644.12 

/ 

asB SL YSOWKyKMyyAAGG""" 16 1797.82 2263 .92 

as7a TCKQKGEGCSLDVyCCSSSCKPGGPLFDFDC 31 3236.27 3236.16 

as14a GGVGRCIYNCMNSGGGLNFIQCKTMCY 27 2884.20 2883 .92 

as14b RWDVDQCIYYCLNGWGYSYTECQTMCS& 28 3308.35 3308.63 

a Masa molecular expenmental obteruda por espectrometría de masas MALDI-TOF. Las 
abreviaciones estándares usadas para designar a los aminoácidos son: A, alanina; e, 

r 
cisteína; D, ácido aspártico; E, ácido glutámico; F, fenilalanina; G, glicina; H, histidina; 1, 
isoleucina; K, lisina; L, leucina; M, metionina; N, asparagina; P, prolina; Q, glutamina; 
R, arginina; S, serina; T, treonina; V, yalina; W, triptófano, y Y, tirosina. Los 
aminoácidos modificados postraduccionalmente son: y, y-carboxyglutamato, y O, 
hidroxyprolina. &= extremo COOH amidado. 
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Péptido aslSa 

El número de aminoácidos del péptido aslSa fue 23 . La secuencia de 6 cisteínas 

que presentó, C-C-C-C-CC. es nueva en el campo de las conotoxinas (Tabla 6). Se 

propuso el número 15 (o XV) para la secuencia de cisternas de aslSa. de acuerdo con el 

criterio propuesto por Olivera y Cruz, 200 l . 

Con respecto a la masa molecular del péptido aslSa, la diferencia entre el peso 

molecular calculado (2644.06 Da), y el peso molecular experimental (2644.12 Da) fue 

0.06 Daltons, consistente con la presencia de 6 cisteínas formando 3 puentes disulfuro, y 

el extremo carboxilo amidado. Es importante mencionar que la prolina en el extremo 

carboxilo no fue comprobada por secuenciadoR automática; la presencia de la prolina fue 

detectada en la composición de aminoácidos (que será explicado en el inciso 3g, página 

52); además, la diferencia (96.13) entre la suma calculada de la masa de los primeros 22 

residuos (2547.99 Da), con respecto a la masa experimental (2644.12 Da), correspondió 

con la masa molecular de dicho residuo (97.1 Da), en forma amidada. 

Péptido asB 

De la conotoxina asB se ha obtenido una secuencia de aminoácidos de 16 residuos. 

El péptido asB presentó 3 residuos de y-carboxiglutamato y un residuo de hidroxiprolina. 

La diferencia entre el peso molecular calculado (1797.82) y el peso molecular 

experimental (2263 .92 Da) fue 466.09. Se consideró, para los cálculos de la masa 

molecular, que la técnica de MALOI-TOF descarboxila totalmente los residuos de y

carboxiglutamato. 

El péptido asB fue secuenciado al menos en dos ocasiones diferentes, y en ambas 

la secuencia fue incompleta. El peso promedio de un residuo es de 110 da1tons, por lo que 

faltarían probablemente 4 residuos por identificar. 
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Péptido as7a 

Se detenninó la secuenCIa de aminoácidos completa del péptido as?a (31 

residuos). La masa molecular calculada fue 3236.27 Da -considerando 3 puentes 

disulfuro y el extremo carboxilo libre-, mientras que la masa molecular monoisotópica 

experimental fue 3236.16 Da. La secuencia de aminoácidos resultó similar a las y

conotoxinas que han sido caracterizadas, en las que la combinacion de los residuos -

yCCS-. es característica de esta familia de conotoxinas. El patrón estructural de cisteínas 

-C-C-CC-C-C-, correspondió con la superfamilia O. 

Péptidos as14a y as14b 

El péptido asl4a tuvo 27 residuos, obtenidos en una sola secuencia. La masa 

molecular calculada fue 2884.20 Da -consistente con la presencia de 2 puentes disulfuro 

y el extremo carhoxilo libre-, mientras que la masa molecular monoisotópica 

experimental fue 2883 .92, lo que da una diferencia de 0.32 Da. 

Con respecto al péptido as J4b, se obtuvo una masa molecular monoisotópica 

experimental de 3308.63 Da, Y una masa calculada de 3308.35 Da (diferencia de 0.28 

Da). No obstante, se obtuvieron por secuencia sólo 27 residuos, ya que el extremo 

carboxilo no fue detectado en el último ciclo de la secuencia. Una evidencia que sugirió 

la identidad de la serina fue la diferencia entre la masa experimental (3308.63 Da) y la 

masa calculada de los primeros 27 residuos (3222.3 Da), 86.33 Da, lo que correspondió 

con la masa molecular de la serina (87.1 Da), en forma amidada. Para conocer la 

identidad del residuo, se utilizó la técnica de composición de aminoácidos. El residuo 

faltante en la secuencia, y que fue detectado por esta técnica fue una serina (Tabla 5). 

Los péptidos as14a1b tuvieron identidad en JI residuos (39 %), incluyendo las 4 

cisteínas (Tabla 3). Los residuos de cisteínas presentaron la secuencia C-C-C-C, no 

reportada previamente para conotoxinas de conos vermívoros. 
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3f CORTE ENZIMÁTICO DEL PÉPTIDO as15a 

El péptido as15a fue sometido a secuenciación en diversas ocasiones, y siempre 

en el ciclo 9 de la secuencia apareció un rastro apenas distinguible de asparagina, pero el 

resultado no era concluyente. Por lo tanto, el péptido fue cortado con quimotripsina para 

realizar lá secuencia de los fragmentos obtenidos. El corte enzimático produjo 4 

fragmentos (Fig. 10). 
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Figura 10. Perfil cromatográfico del péptido as15a después de ser cortado con 
quimotripsina. Se utilizó una columna C18 (Vydac 218TP54, 4.6 x 250 mm; tamaño de 
partícula de 5 ~m). El gradiente fue de 10-51 % de solución B en 30 minutos y el flujo fue 
1 rnl/min. La detección de los péptidos se realizó a 220 nm. 

Los cuatro fragmentos obtenidos fueron sometidos a secuenciación automática 

(Tabla 4): 

+ + 
CKCPSCNFNDVTENCKCCIFRQP 

1 I 1 ---------------+-------i 
2 1----1------------+-----------------------------+-------i 

3 1-1 ----------i 
4 1--------+1 ------- ----------------+-------i 

Tabla 4. Corte del péptido as15a con quimotripsina. Los fragmentos 1, 2 Y 4 fueron 
secuenciados parcialmente (líneas sólidas). La línea punteada indica la secuencia 
probable, mientras que las flechas indican el sitio de corte de la enzima. 

51 



Las secuencias de los fragmentos 3 y 4 permitieron confirmar la asparagina (N) de 

la posición 9 del péptido, localizada en la primera posición del fragmento 3, y en la 

novena posición del fragmento 4. 

3g. ANÁLISIS DE AMINOÁCIDOS DE LOS PÉPTIDOS as15a y as14b 

El análisis de aminoácidos para los péptidos as15a y as14b se realizó para 

determinar la estructura primaria completa del péptido as15a, debido a que faltaba un 

residuo por confirmar (la asparagina en la posición 9), y también la prolina probable en el 

extremo carboxilo terminal no fue detectada en la secuenciación automatizada (Tabla 5). 

Con respecto al péptido as14b, el residuo en el extremo carboxilo -la serina-, tampoco 

fue evidente en la secuencia. 

Tabla 5. Análisis de aminoácidos de los péptidos as15a y as14b. 
as15a as14b 

aa No. secuencia Cociente molar(R=l.O) aa No. secuencia Cociente molar (R=l.O) 
O 20+1N = 3 4.15 O 20+1N = 3 3.05 
E 1E+1Q=3 2.28 E 1E+2Q=3 2.77 

S 1 1.31 S 1 1.74 
G O 0.75 G 2 1.95 
H O 0.00 H O 0.00 
R 1 1.00 R 1 1.00 
T 1 0.99 T 2 2.09 
A ' 0 0.00 A O 0.00 
P 1 1.81 P O 0.00 
Y O 0.00 Y 4 2.05 
V 0.82 V 3 1.78 
M O 0.63 M 0.28 

1 0.11 0.58 
e 6 N.O e 4 N.O 
L O 0.00 L 0.67 
F 2 1.36 F O 0.00 
W O N.O W 1 N.O 
K 2 1.30 K O 0.00 

Total 21 Total 27 
Cada experimento se analizó por triplicado con un estándar de 17 aminoácidos, con el péptido ensayado, y con un 
control (cadena B de la insulina). En la técnica de la composición de aminoácidos los residuos de asparagina se 
transforman en ácido aspártico. Los residuos de metionina se destruyen en gran parte por el proceso, y los de triptófano 
se destruyen totalmente. Las abreviaciones estándares usadas para designar a los aminoácidos son: A, alanina; C, 
cisteína; D, ácido aspártico; E, ácido glutámico; F, fenilalanina; G, glicina; H, histidina; 1, isoleucina; K, lisina; L, 
leucina; M, metionina; N, asparagina; P, prolina; Q, glutamina; R, arginina; S, serina; T, treonina; V, valina; W, 
triptófano, y Y, tirosina. N.D. No determinado. Los análisis se llevaron a cabo según la descripción en la parte 
experimental empleando la técnica de derivación pre-columna (Bidlingmeyer et al. , 1984; Cohen et al., 1986). 
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Los resultados obtenidos con la composición de aminoácidos del péptido as ISa 

permitieron detectar 4 residuos de asparagina (cuantificados como residuos de ácido 

aspártico, ya que la asparagina se transforma en dicho residuo durante el procesamiento 

químico). De igual manera, se detectaron 2 residuos de prolina mediante la composición 

de aminoácidos del péptido as ISa. Este resultado corroboró la presencia de la prolina en 

el extremo carboxilo terminal, ya que por secuencia solo fue posible detectar una prolina 

(Tabla 5). 

Con relación al péptido aSl4b, la composición de aminoácidos tuvo por objeto 

detectar la identidad del extremo carboxilo. La serina se presentó en una relación molar 

de 1.7, mientras que en la secuencia sólo se había detectado una serina (Tabla S). Por lo 

tanto, se determinó que la serina era el residuo que se localizaba en el extremo carboxilo 

del péptido as14b. 

4. ACTIVIDAD BIOLÓGICA DE LOS PÉPTlDOS PURlFICADOS 

Péptido asISa 

El péptido as15a fue evaluado en los ratones adultos de 28 días, variedad CD-l , 

con peso promedio de 20 g. Se evaluaron dos dosis : 120 pmoVratón ( ..... 6 pmoVg de ratón) 

y 240 pmoVratón ( ..... 12 pmoVg de ratón). El péptido fue disuelto en solucion salina 

normal (0.9 % NaCI), y fue inyectado intracerebralmente, tal como se describió en la 

sección de métodos. Por cada evaluación de una dosis de una toxina (realizada en tres 

ratones), también se inyectaron 3 animales con la solucion salina normal (grupo control). 

Con la dosis de 120 pmoVratón ( ..... 6 pmoVg de ratón) se observó parálisis, con 

extensión de las patas traseras, inmediatamente despues de la inyección. No obstante, el 

efecto de la parálisis duró muy poco tiempo - menos de un minuto-, y el efecto se 

presentó sólo en un ratón (n=3). Algunos minutos después el ratón fue recuperándose 

paulatinamente hasta llegar a un estado de actividad normal a los 10 minutos (la actividad 

"normal" fue definida como la actividad exploratoria en la caja, además de rascado y 
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acicalado ocasionales (generalmente menores de 15 segundos) (Tabla 6). Los otros dos 

ratones inyectados con la toxina no presentaron síntomas aparentes de actividad 

paralítica. Los síntomas que presentaron estos dos ratones - respiración agitada y 

encogimiento del cuerpo-, gradualmente desaparecieron en un promedio de 10 minutos. 

Estos síntomas también aparecieron en los ratones utilizados como control. 

probablemente como resultado del proceso de la manipulación y la inyección efectuada 

en los animales. 

La inyección del péptido asl5a con dosis de 240 pmoVral6n (-12 pmoVg de 

raton), provocó efectos paralíticos irreversibles en dos ratones a los 15 y 23 minutos, 

respectivamente, que culminaron con la muerte de los animales. Uno de los ratones no 

presentó ningún efecto aparente debido a la inyección del péptido. Con respecto a los 

animales utilizados como control, tampoco manifestaron algún efecto paralítico, y sólo 

mostraron el efecto · de la manipulación y la inyección con los síntomas descritos 

anteriormente (Tabla 6). Aunque cada inyección fue realizada con rapidez y precisión 

para evitar en el mayor grado posible el estrés fisico a los animales, la sujeción y la 

inyección provocaron cierto grado de perturbación en los animales. No obstante, la 

técnica de inyección intracerebral en ratones ha sido usada ampliamente y de forma 

rutinaria, ya que proporciona evidencia preliminar de la actividad biológica que producen 

las conotoxinas en el sistema nervioso central (SNC) de mamíferos (Clark et al., 1981 ~ 

Gray el al., 1981 ; Olivera el al., 1985a; Abogadie el al. , 1990; Jacobsen el al., 1998; 

e raig el al. , 1999b; Lirazan el al., 2000; Maillo el al. , 2002; Miles el al., 2002; Sudarslal 

el al., 2004). 

También se evaluó la actividad toxica del péptido as 15a en los peces Lebistes 

reliculatlls. Se inyectaron tres peces (vía Lm.) con el péptido asl5a con una dosis de 250 

pmoVpez (- 1163 pmoVg de pez). No se observó ningún efecto tóxico en los animales 

inyectados, ni en los animales utilizados como controles. La inyección del péptido as 15a 

en el molusco marino Pa/ella opaea (n=3, vía i.m., dosis de 250 pmoVmolusco (-1250 

pmoUg de molusco» no provocó tampoco ningún efecto tóxico aparente. De igual farma, 

la inyección del péptido asl5a en el caracol dulceacuícola Pomacea paludosa no produjo 
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ningún cambio conductual . aparente en este invertebrado (n=3, vía i.m. , dosis de 250 

pmol/molusco (~14 pmol/g de molusco)). 

Tabla 6. Actividad biológica del péptido as15a de C. austint en ratones. 

Tiempo 

(min) 

0-10 

Control 

Respiración 
agitada, con el 
cuerpo 
contraído. 

10-30 Actividad 

>30 

normal*** 

Actividad 
normal*** 

Péptido as 15a * 

Respiración agitada, inmóviles, 
con el cuerpo contraído (2 
ratones). 
Un ratón presentó parálisis con 
extensión de las extremidades 
posteriores durante 45 segundos. 

Péptido as15a** 

Respiración . agitada, 
inmóviles, con el cuerpo 
contraído. Dos ratones 
(min. 15 y mm. 23) 
presentaron movimientos 
corporales rápidos en 
forma de círculo que 
terminaron en la parálisis 
de las extremidades; los 
animales muneron un 
minuto después. 

Acicalamiento 
moderados. 

y rascado Un ratón no presentó 

Actividad normal*** 

ningún síntoma de 
toxicidad aparente y 
presentó actividad normal 
después del minuto 13 . 

Actividad normal * * * 

a Disuelto en solución salina normal. *Concentración 120 pmol/30 ~l. **Concentración 
240 pmol/30 ~l. *** Rascado y acicalado esporádico; conducta exploratoria. 
n= 3 en cada tratamiento. 

Péptidos as14a y as14b 

Los péptidos purificados as 14a/b fueron inyectados en ratones CD-l machos de 

28 días de edad. Cada péptido fue inyectado vía i.c. en tres ratones, utilizando la misma 

dosis (~6 pmol/g de ratón), Se utilizaron tres ratones como grupo control para cada uno 

de los péptidos evaluados. · La inyección de la toxina as14a produjo síntomas de 
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acicalamiento y rascado moderados en los tres ratones, pero de mayor duración e 

intensidad que en los ratones control. Es decir, los ratones inyectados con solución salina 

se rascaron y acicalaron por períodos de algunos segundos, mientras que los ratones 

inyectados con el péptido as 14a manifestaron durante mayor tiempo este comportamiento 

(de 2 a 4 minutos). De igual manera, los síntomas mostrados por los ratones después de la 

inyección del péptido. as 14b incluyeron rascado y acicalado, pero los animales 

manifestaron estas actividades por períodos hasta de 8 minutos, y con una mayor 

intensidad (Tabla 7). No obstante, el síntoma más evidente que causó la inyección del 

péptido as14b en los ratones fue la parálisis de las extremidades posteriores y el síndrome 

de cola rígida. Estos síntomas se presentaron en los 3 ratones inmediatamente después de 

la inyección del péptido y duraron menos de 5 minutos (Tabla 7). 

Tabla 7. Actividad biológica en ratón de los péptidos as14a y as14b de C. austinia 

Tiempo Control Péptido as 14a * Péptido as 14b* 

(min) 

0-10 Respiración agitada, Respiración agitada, Extensión rígida del cuerpo y 
inmóviles, con el inmóviles, con el de las extremidades 
cuerpo contraído. cuerpo contraído. posteriores; cola en posición 

erecta. 

15-30 Actividad normal * * Acicalamiento y 
rascado moderados. Conducta convulsiva de 

acicalamiento y rascado. 

>30 Actividad normal** Actividad normal * * Actividad normal * * 

a Disuelto en solución salina normal. *Concentración 120 pmol/30 J..lL 
**Rascado y acicalado esporádico; conducta exploratoria. n= 3 en cada tratamiento. 
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Péptido as7a 

La actividad tóxica del péptido as7a de C. austini se evaluó en el músculo pedal 

del molusco Pomacea paludosa (molusco dulceacuícola). Los caracoles utilizados como 

control (30 !-ll, n=3) se mantuvieron adheridos por el pie muscular al vidrio del cristal del 

acuario durante todo el tiempo del bioensayo. La toxina as7a, con dosis de 250 

pmol/ caracol ( .. ., 14 pmol/ g de caracol), provocó síntomas tóxicos en dos de los moluscos, 

que consistieron en la contracción del pie muscular y plegamiento del opérculo, poco 

después de despegarse del vidrio. (Tabla 8). 

En contraste, la inyección i.m. del péptido as7a en el molusco marino Patella 

opaea, no provocó ningún efecto biológico aparente, y se utilizó una dosis mayor, 250 

pmol/caracol (",1250 pmol/g de caracol), con respecto a la utilizada con la especie 

Pomacea paludosa. 

De igual manera, la inyección del péptido as7 a en ratones, vía intracerebral, no 

tuvo actividad aparente en receptores neuronales de este vertebrado, a dosis de 500 

pmol/ratón ("'25 pmol/g de ratón). El péptido as7a tampocó causó ningún efecto tóxico en 

el pez dulceacuícola Lebistes reticulatus, con dosis de 250 pmol/pez ("'1163 pmol/g de 

pez), vía intramuscular. 

Tabla 8. Actividad biológica del péptido as7a de C. austini en Pomacea paludosaa 

Tiempo 

(min) as7a* 

0-2 Los caracoles se desprendieron del vidrio al que estaban adheridos por el 

pie muscular. Dos de ellos presentaron contracción del pie. Uno de ellos 

cerró inmediatamente el opérculo después de la inyección 

>3 Dos caracoles se adhirieron al vidrio nuevamente. Un caracol estuvo 

explorando el acuario. 

a Disuelto en solucion salina normal. * (250 pmol/30 !-ll), n=3 . 
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IX. DISCUSIÓN 

Hoy en día es bien conocido que el veneno de los caracoles del género COIlUS -con 

más de 500 especies actuales-, contiene un elevado número de toxinas (50-200), 

caracterizadas por contener una alta proporción del aminoácido cisteína en su estructura, 

y que constituyen potentes y específicos antagonistas de receptores y canales iónicos 

encargados de la transmisión sináptica. Estos péptidos exclusivos y característicos de los 

Conlls, que han sido denominados conotoxinas, pueden ser agrupados en sólo unas pocas' 

familias estructurales, dependiendo de la cantidad, posición relativa y conectividad de sus 

residuos de cisteínas. 

Fue importante estudiar una especie vermívora del Atlántico ameneano -C. 

austini-, ya que la mayor parte de los estudios se han hecho con to,unas de conos 

piscívoros y molusquívoros del lndopacífico, los que está sumamente documentado y, en 

menor parte, con toxinas de conos vermívoros. Por ejemplo, de las 32 especies de Corms 

estudiadas, se han aislado más de 115 conotoxinas, y de ellas, más del 75 % corresponde 

a especies provenientes del Océano Indopacífico. Del 25 % restante, sólo han sido 

aisladas 7 toxinas de conos del Atlántico y 4 del Pacífico americanos (Apéndices I y 2). 

En este trabajo de tesis se presentaron 5 nuevas secuencias de conoto,unas provenientes 

de la especie Conus oustini, recolectada en el Atlántico americano. De estas secuencias, 

una presentó un nuevo patrón estructural de los residuos de cisteína, mientras que otras 

dos presentaron un nuevo patrón de cisteínas para caracoles vermívoros. También se 

caracterizó un nuevo péptido similar a las y-conotoxinas, y se obtuvo la secuencia parcial 

de un péptido con varias modificaciones postraduccionales, y sin cisteínas. 

Con respecto a los estudios biológicos de Comls, de igual forma, la mayor parte de 

los estudios se han realizado con especies del lndopacífico. Del Atlántico americano 

(Brasil), sólo se había descubierto la alimentación de la especie C. regills (poliquetos 

anfinómidos) (Vianna·Braga el al., 2005). 

58 



Esta Tesis sería el segundo caso en el que se reporta la alimentación de un Conus 

del Atlántico americano. Se tenían ciertos indicios que la especie C. auslini se alimentaba 

de gusanos porque la apertura de su concha es estrecha (a diferencia de los caracoles 

piscívoros y molusquívoros, que atrapan presas mayores, y que tienen una apertura de la 

concha más amplia (Lim, 1970». De los 60 ejemplares de C. austini analizados del 

contenido estomacaJ, sólo 8 de tuvieron restos localizados en los intestinos, ya en 

avanzado estado de digestión (en aJgunas especies se han registrado que los conos pueden 

asimilar el aJimento en menos de 24 horas (Kohn, 1959» . No obstante, fue posible 

identificar la presa consumida por los restos encontrados: quetas y mandíbulas de 

poliquetos (para una alimentación vermívora). En caso de piscivoría, se podrían encontrar 

escamas y vértebras de peces, o el opérculo o restos de la concha, cuando es una 

alimentación molusquívora (Kohn & Nybakken, 1975). 

Además del estudio biológico que pennitió conocer la dieta de la especie estudiada, 

este proyecto tuvo dos aspectos principaJes: por una parte, la caracterización bioquímica 

de aJgunos péptidos (purificación y secuencia de aminoácidos) y, por otro lado, la 

caracterización biológica (pruebas de especificidad biológica de los péptidos purificados 

en diferentes animales). 

El análisis de la estructura primaria de las conotoxinas de C. austini requirió de 

múltiples métodos de análisis químico, debido a que las conotoxinas presentan la mayor 

cantidad de modificaciones postraduccionales encontradas en cualquier péptido o 

proteína de origen animal. Por ejemplo, la secuencia del bromocontrífano, un 

octapéptido, tiene dos cisteínas que fonnan un puente bisulfuro, el extremo tenninaJ 

amidado, la hidroxilación de la prolina, la epimerización de un triptófano y la bromación 

del otro triptófano (Terlau & Olivera, 2004). Definitivamente las conotoxinas son unas de 

las moléculas más compactas, pero a las vez unas de las más complejas de la naturaleza. 

Con relación a la purificación del veneno de C. auslini, este presentó numerosos 

componentes. Al menos 25 fracciones se obtuvieron en el primer paso de purificación 

(Fig. 5), y las purificaciones posteriores de algunas de las fracciones mayoritarias 
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permitieron distinguir dos o más componentes individuales (Fig. 6). Se seleccionaron 

cinco fracciones mayoritarias del veneno, porque cada extracto venenoso puede tener más 

de 150 componentes proteicos. Además, es común que la cantidad purificada del péptido 

sea muy baja (en el orden de nano o picomoles), por lo que no siempre es suficiente el 

material puro para realizar los ensayos biológicos (Aguilar et al. , 2005a; b). Este fue el 

caso también con Conus austini: la baja cantidad de los péptidos purificados (en el 

intervalo de nanomoles), sólo permitió realizar pocos bioensayos en los diferentes 

modelos biológicos. En el caso del péptido asB, ni siquiera fue posible su evaluación en 

ningún animal. 

La variabilidad estructural que pueden presentar las conotoxinas en el veneno de 

una especie quedó manifestada en este trabaj o. Por ejemplo, la conotoxina as15a presentó 

23 aminoácidos, con un patrón estructural de 6 cisteínas nuevo para el campo de las 

conotoxinas: -C-C-C-C-CC- (Tabla 9). 

Tabla 9. Propiedades de conotoxinas con 6 cisteínas 

Arreglo de cisteínas Familia Referencias 

CC-C-C-C-C aA Santos et al., 2004. 
CCC-C-C-C a Ramilo et al., 1992; Jiang et al., 2005 . 
C-C-CC- C-C ¡..t.,\\f Cruz et al. , 1985; Shon et al., 1997. 
CC-C-C-CC ro, K, 8, ¡..t.O Terlau & Olivera, 2004. 
CC-C-C-CC y Fainzilber et al., 1998. 
C-C-C-C-C-C Espasmódicos Lirazan et al. , 2000. 
C- C-C-C-CC ? Este trabajo. 

Se propuso el número 15 (o XV) para el arreglo de cisteínas de as 15a, de acuerdo 

con el criterio propuesto por Olivera y Cruz (2001). 

1 

El patrón estructural de 6 cisteínas se ha presentado ampliamente en las 

conotoxinas (Tabla 9) (Terlau & Olivera, 2004). No obstante, también existen toxinas 

con 6 cisteínas que han sido aisladas de otros animales venenosos: en particular, el diseño 

denominado "nudo de cisteínas" (CC-C-C-CC), que está presente en una gran diversidad 
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de especies de anémonas marinas, arañas y escorpiones y, de manera sorprendente, 

también se han aislado toxinas de estas características en hongos y plantas (Craik et aL, 

2001). 

No obstante, las conotoxinas presentan ciertas características exclusivas con 

respecto a otras toxinas: las conotoxinas generalmente son mucho más pequeñas (de lOa 

30 aminoácidos), que las toxinas peptídicas similares preparadas por otros animales 

venenos?s (Olivera et al. , 1990), pero contienen igualmente una alta proporción de 

cisteína en sus estructuras, lo que les permite estabilidad confonnacional mediante el 

establecimiento de múltiples enlaces de disulfuro intramoleculares a medida que el 

péptido se pliega. Son estructuras de confonnación rígida, estable, y de variadas fonnas, 

según como se establezcan los enlaces disulfuro. Además, sólo con pequeños cambios en 

los residuos intercisteínas se puede modificar la selectividad de la toxina hacia un subtipo 

de canal o receptor iónico. Debido a estos factores se ha presentado esta convergencia 

evolutiva para toxinas pequeñas, estructuralmente muy resistentes y con una gran 

selectividad para bloquear o modular los canales o receptores iónicos u otras moléculas 

involucradas en la transmisión de los impulsos nerviosos y/o musculares (Craik et aL, 

2001). 

De Conlls austini también se aisló una secuencia de aminoácidos con un patrón 

estructural de nudo de cisteínas. Se trató de la secuencia de aminoácidos del péptido as7a 

(31 residuos), que resultó similar a las y-conotoxinas que han sido caracterizadas 

previamente de dos caracoles molusquívoros -Conus texlile y C. pennaceus- (Fainzilber 

el al., 1998), así como de un cono venruvoro del Atlántico -c. delessertii- (AguiJar et aL, 

·2005a). (fabla 10). 

Tabla 10. Comparación de las secuencias de las y-conotoxinas conocidas. 

TxVIIA 
y-PnVIIA 
de7a 
as7a 

CGGySTyCyVD--SyCCSDNC------VRSyCTLF& 
DCTSWFGRCTVN--SyCCSNSC------DQTyCyLyAFOS 
ACKOKNNLCAITyMAyCCSGFC------LlyRCS& 
TCKQKGEGCSLD--VyCCSSSCKPGGPLFDFDC 

• • **** • • 
-= muestra los residuos idénticos entre las diferentes coootoxmas. &= amidacióo del extremo 
carboxilo . ., = .,-carboxiglutamato; O = hidroxiprolina. 
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Aunque las y-conotoxinas tienen el arreglo de cisteÍnas C ... C ... CC ... C ... C, que 

comparten con otras familias de toxinas (8, ~O, K y oo-conotoxinas), los péptidos de la 

familia de las y-conotoxinas presentan la combinación de residuos yCCS, que penniten 

separarla de las otras familias de péptidos de la superfamilia O (Tabla 10). 

Otro ejemplo de toxinas de pequeño tamaño pero con varias cisteínas fueron 

aisladas de C. austini en este trabajo. Los péptidos asl4a y as14b, presentaron un patrón 

de 4 cisteÍnas separadas; este especiamiento de cisteínas es la primera vez que se reporta 

para caracoles vermívoros. Se propuso el número 14 (o XIV) para el arreglo de cisteÍnas 

de as14a1b. Hasta ahora, la única conotoxina que comparte este arreglo es la conotoxina 

Conl4 (Olivera et al. , 1990), un péptido de 19 residuos aislado de C. geographus, una 

especie piscívora del Indopacífico. Sin embargo, el péptido Con14 comparte sólo 3 y 2 

residuos con as 14a y as 14b, respectivamente. Además, el número de residuos 

intercisteínas es claramente diferente para el péptido Con14 con respecto a los péptidos 

de C. austini, es decir, Ínucamente el primer espacio entre las primeras dos cisteínas tiene 

el mismo número de residuos, es decir, tres (Tabla 11). 

Tabla 11. Alineamiento de secuencias de los peptidos asl4a/b con el péptido Con14. 

Con14 KFLSGGFKyIVCHRYCAK-GIAKEF--CN- -CPD& 

** * * * * * * 
as14a GGVGR- - CIYNCMNSGGGLNFIQCKTMCY 

* *** * * * * *** 
as14b RWDVDQ-CIYYCLNGVVGYSYTECQTMCS& 

* * * * 
*= muestra los residuos idénticos entre las diferentes conotoxinas. &= amidación del extremo 
carboxilo. y = y-carboxiglutamato; O = hidroxiprolina. 

Existen otras clases de conotoxinas con 4 cisteínas en sus secuencias -0.

conotoxinas y T -conotoxinas-, que presentan arreglos de cisteínas característicos, que 

definen diferentes patrones estructurales y blancos farmacológicos definidos (y 

generalmente de pequeño tamaño) (Tabla 12). 
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Tabla 12. Características de las conotoxinas con 4 cisteínas. 

Patrón No. Clase Blanco Referencias 
aa farmacológica 

12-19 a-conotoxinas R. acetilcolina nicotínicos Santos et al., 2004 
CC-C-C p- conotoxina TIA R. adrenérgico al Sharpe et al., 2001 

11-19 Superfamilia T: 
s-TxIX Reduce flujo de Ca2

+ Rigby et al., 1999 
cc-cc X-MrIA Transportador de Sharpe et al., 2001 

norepinemna 
29 Con14 ? Olivera et al., 1990 

C-C-C-C 27 as14a ? Este trabajo 
28 as14b ? Este trabaj o 

. Otras diferencias también son observadas en conopéptidos con 4 cisteínas: 

conotoxinas que contienen al menos un par de cisteínas adyacentes, como las a

conotoxinas y las p-conotoxinas (12-19 residuos), las X y s-conotoxinas (11-15 residuos), 

que son más cortas que los péptidos con 4 cisteínas no adyacentes (patrón estructural XIV 

o 14), que incluyen a los péptidos as14a y as14b de C. austini con 27 y 28 residuos, 

respectivamente, yel péptido Con14 de C. geographus, con 29 aminoácidos (Tabla 11). 

Otros péptidos de Conus contienen, en lugar de cisteínas, un gran número de 

residuos y-carboxilados de ácido glutámico (y), los cuales son igualmente responsables de 

su estabilidad conformacional (Bandyopadhyay et al., 1998; 2002). 

Este es el caso del péptido asB de C. austini, que presentó 3 residuos de y

carboxiglutamato y un residuo de hidroxiprolina. Los caracoles Conus son los únicos 

invertebrados que se conoce hasta el momento que sintetizan y-carboxiglutamato 

(Bandyopadhyay et al. , 1998; 2002). Las toxinas que tienen la mayor cantidad de 

residuos de y-carboxiglutamato son las conantoquinas, con 5 (Haack et al., 1990). En las . 
\ 

conantoquinas el carboxiglutamato, en presencia de calcio, provoca una conformación 

alfa hélice. En las conantoquinas, el carboxiglutamato también en un componente es vital 

para mantener la actividad biológica de los peptidos. Por ejemplo, se pierde el efecto 

biológico de la conantoquina-G cuando todos los residuos de y-carboxiglutamato son 

descarboxilados a glutamato (Myers et al., 1990). Otras conotoxinas que contienen y-
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carboxiglutamato han sido descritas: TxVUA (Fainzilber et al. , 1991); de7a (Aguilar et 

al ., 2005a), y-PnVllA (Fainzilber et al., 1998), E-TxIX (Rigby et al. , 1999) y el péptido 

"bromosleeper" (Craig et al., 1997). En el caso del conopéptido de C. austini, 

probablemente la alta cantidad de residuos de carboxiglutamato le confieren estabilidad 

estructural y probablemente también son importantes en la actividad biológica. 

Respecto a la actividad biológica, los primeros estudios de los venenos de Conus 

se realizaron en especies piscívoras. por lo que los efectos biológicos de los péptidos 

aislados se estudiaron en modelos de receptores y canales para vertebrados; por ello no se 

conocía su mecanismo específico de acción en sus otros géne~os de presa, como 

moluscos o gusanos marinos. Recientemente se ha ampliarlo el espectro de especies de 

ConlJs estudiadas; además de las especies piscívoras, se han estudiado especies 

molusquívoras y vermivoras, y se ha determinado la acción de los péptidos aislados en 

otros modelos de canales y receptores, por ejemplo en modelos de invertebrados (Spira et 

al ., 1993; Kits et al., 1996; Fainzilber et al ., 1991; 1996; 1998; Mclntosh et al. , 1994), lo 

cual ha permitido encontrar nuevos tipos o familias de conotoxinas con acciones 

biológicas diferentes. 

La actividad biológica de muchas conotoxinas ha sido evaluada por la inyección 

directa de la fracción venenosa o del péptido purificado en el sistema nervioso central del 

rat.ón, y ha sido probado que este método es efectivo apara identificar componentes 

activos en mamíferos, aun cuando los péptidos fueron aislados de conos venIÚvoros. 

Como ejemplos tenemos las conotoxinas a.-bnI y a-Irnll, de C. imperiales (provocan 

convulsiones y temblores) (Macintosh et aL , 1994); contrifano-Vn, de C. ventricosus 

(sindrome de cola rígida) (Massilia et aL, 2001). Otro aspecto importante del uso de los 

ratones como modelo biológico, es que se conoce detalladamente la función de 

numerosos canales y receptores jónicos que expresan diferentes células nerviosas de esta 

especie (Gad & Changelis, 1992; Hille, 2001). Además, en algunas ocasiones, el 

comportamiento manifestado por los ratones puede dar un indicativo del blanco de acción 

molecular de la conotoxina evaluada (Olivera et al ., 1999). 
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Así, uno de los estudios iniciales con la especie C. geographus consistió en la 

inyección intracerebral (Lc.) de cada unA de las diferentes fracciones obtenidas de la 

separación cromatográfica del veneno total, observándose que la mayor parte de estas 

ejercían efectos que modificaban el comportamiento normal de los ratones. y que estas 

modificaciones eran de naturaleza variable según el péptido (Olivera, 2000). Este mismo 

experimento se realizó luego con las fracciones separadas mediante cromatografia de la 

especie C. magus, y los resultados se ilustran en la figura 11 . Las oo-conotoxinas MVllA 

y MVIIB fueron purificadas de las fracciones que provocaron un constante temblor en los 

ratones inyectados. Igualmente, las fracciones de la cromatografia del veneno total de C. 

geographus que provocaron temblor al ser inyectados en ratones, resultaron luego ser 00-

conotoxinas. 

Muchas otras clases de conopéptidos han sido igualmente purificados con base en 

la modificación que producen al ser inyectados en el cerebro de ratones~ así, las 

conantoquinas producen sueño en ratones menores a 14 días e hiperactividad en ratones 

de mayor edad~ los ratones inyectados i.c. con contulaquinas se ponen lentos o 

"perezosos", y solamente caminan si son forzados a hacerlo~ la inyección i.c. de 

contruanos produce rigidez y horizontalidad de la cola de los ratones; la inyección i.c. de 

0.- y J.1-conotoxinas en ratones, invariablemente produce la parálisis y muerte del animat 

y las conopresinas producen un notable incremento en la actividad de "rascarse" y 

"acicalarse" de los ratones (Olivera & Cruz, 2001). 

Las modificaciones de comportamiento producidas por la inyección IC de 

conotoxinas en ratones han sido empleadas para la búsqueda y caracterización de los 

péptidos de la misma familia. COI!lO ejemplo de esto, se aprovechó el resultado de este 

bioensayo para obtener una conopresina de la especie C. imperialis, que fue repurificada 

de la fracción del veneno total que producía incremento en el rascado luego de la 

inyección Lc. en ratones. Así, fue posible ubicar las conopresinas de especies vermívoras, 

dado que las primeras conopresinas aisladas se obtuvieron de especies piscívoras 

(Niel,en el al. , 1994). 
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Igualmente, el bioensayo mediante inyección Lc. en ratones permite la 

caracterización fisiológica de las conotoxinas. Las contulaquinas dan lugar a dos 

conductas distintas luego de la inyección ic en ratones que se observan inmediatamente 

después que el ratón es levantado por la cola durante un segundo y luego colocado sobre 

una mesa de trabajo. En primer lugar, el animal camina unos pocos pasos y luego 

descansa con sus patas traseras abiertas y el vientre sobre la mesa, y así permanece a 

menos que sea empujado; y luego el animal continúa lento o "perezoso", pero la posición 

de sus patas traseras se asemeja a la de los ratones control, o inyectados solamente con 

solución salina normal. Los mismos efectos se producen por la inyección de 

neurotensina~ el tiempo de aparición y recuperación de cada uno de estos síntomas puede 

ser registrado a diferentes dosis de inyección de contulaquina-G, y luego comparado con 

la duración de los mismos luego de la inyección de neurotensina, lo que permite afirmar 

que la contulaquina-G es el primer péptido análogo a neurotensinas aislado de 

invertebrados. En este estudio, se realizaron ensayos de enlace entre contulaquina-G y 

neurotensina a receptores de neurotensina, que permitieron corroborar este resultado 

(eraig el al., 1999b). 

Por lo tanto, se decidió evaluar biológicamente, con base en el comportamineto de 

los ratones, las conotoxinas aisladas de C. austini. 

La toxicidad de as ISa fue evaluada mediante la inyección intracerebral ¡;le ratón, 

utilizando dos dosis - 120 y 240 pmoVratón (6 y 12 pmoV g de ratón, respectivamente). 

Se observó un efecto paralítico con extensión de las extremidades en los ratones con , 

ambas dosis, aunque hay que considerar que, en el caso de la dosis de 120 pmoVratón, el 

efecto se presentó únicamente en un animal (n=3), mientras que con la dosis de 240 

pmoVratón, el efecto paralítico fue observado en dos ratones y causó la muerte de ellos. 

Es importante mencionar que la parálisis observada en los ratones tratados con toxinas no 

se presentó en los ratones inyectados con solución salina, aunque tambien debe notarse 

que el número de ratones utilizado en cada grupo (control y experimental), fue reducido. 
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Probablemente la paráJisis provocada en los ratones por la inyección del péptido 

as15a de C. auslini podría dar un indicativo del blanco farmacológico. Por ejemplo, se ha 

demostrado que las alfa conotoxmas, que tienen como blanco farmacológico receptores 

de acetilcolina nicotínicos, provocan efectos paralíticos en los ratones después de su 

inyección intracerebral (Olivera et al. , 1999). En el caso de C. al/Slini, se tienen los 

antecedentes de Feregrino-Pérez (2004), quien evalúo la actividad del extracto crudo de 

esta especie en íleon de cobayo. El veneno crudo provocó alteraciones en la 

neurotransmisión colinérgica del modelo evaluado. No obstante, tendría que evaluarse la 

actividad biológica del péptido as15a en un modelo electrofisiológico que exprese 

canales colinérgicos para comprobar esta hipótesis. 

También se evaluó la actividad tóxica del péptido as15a en los peces Lebis/es 

reliculatus y en los moluscos Pomacea paludosa y Pa/ella opaea. La inyección 

intramuscular (i.m.) del péptido as15a no produjo ningún efecto tóxico aparente en estos 

animales. Se decidió evaluar las toxinas purificadas en peces porque han sido utilizados 

para evaluar la actividad biologica de las conotoxinas purificadas. 

Como ejemplo tenemos la conotoxina a-E 1, de C. ermineus, que fue activa en 

peces y ratones a una dosis de 1 nmoUpez (Martínez et aL , 1995). De igual forma, el 

contrífano-Vn, de C. ventricosus, fue activo en peces Gambusia affinis provocando 

secreción abundante, mientras que en los ratones causó el síndrome de cola rígida 

(Massilia et aL, 2001). No obstante, también existen casos de toxinas activas en peces y 

no en ratones: la conotoxina a.-ColA, de C. consors, provocó parálisis flácida en peces 

Gambussia affinis con una dosis de 650 pmoUpez, vía i.m. No obstante, la toxina no tuvo 

efecto en ratones vía i.c, con la misma concentración (Favreau et aL , 1999). Por otro 

lado, la conotoxina a.-SIT, que fue tóxica en peces con dosis de 100 pmol, 1 y 5 nmoVpez, 

no produjo rungun síntoma en los ratones en concentraciones de 20 nmoUraton (1000 

pmoUg de raton (Ramito et al., 1992». Se decidió utilizar en este trabajo, para evaluar el 

efecto toxico de los péptidos as15a y as7a de Conus auslini, la especie Lebis/es 

reticulatus, porque pertenecen a la misma familia - Poecilidae-, que los peces Gambusia 

affinis; ademas, el tamaño es similar «2 cm). 
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Debido a que la conotoxina as15a sólo presentó actividad en ratones y no en peces 

ru moluscos, probablemente podría ser una herramienta farmacológica selectiva para 

estudiar alguna vía de comunicación crítica del sistema netvioso central de los ratones. 

Por otro lado, la inyección intracraneal de as 14a y as 14b provocó en los ratones 

una conducta de rascado y de acicalamiento de diferente intensidad (concentración de 

120 pmoVratón (-6 pmoVg de ratón)), que fue similar a la respuesta producida por el 

péptido Con14 de C. geographus (no se especificó la dosis utilizada (Olivera et al., 

1990» . A pesar que los sintomas de rascado y acicalado producidos por los péptidos de 

C. auslini fueron reversibles, la dosis utilizada tambien fue muy .baja (debido a la baja 

disponibilidad de la toxina no se evaluaron mayores dosis) . 

No obstante, la similitud estructural entre los péptidos asl4a1asl4b y el péptido 

Con14 (Tabla 11), sugiere que los tres péptidos pueden compartir el blanco biológico en 

el SNC de los ratones, aunque en ninguno de los casos se ha determinado el blanco de 

acción molecular. 

Existen otros péptidos que provocan el síntoma de rascado que han sido aislados 

de caracoles vermívoros también: Lys-conopresina-G de C. imperialis (Nielsen et al. , 

1994), que actúa sobre los receptores de vasopresina, y los péptidos QcillA. QcIlIB y 

QcVIA, de C. qllercillus, cuyo blancos farmacológicos aun no se identifican (Abogadie et 

al., 1990), 

Con relación a los péptidos de C. auslilli, la estructura del péptido as14b presentó 
, 

vanos residuos que podrían estar relacionados con su actividad biológica (Tabla 11). Por 

ejemplo, los residuos de valina presentes en las posiciones 26 y 27, también los presenta 

el péptido opiode deltorfina C (secuencia Y AFEVVG), que produce analgesia (Ji et al ., 

1995). El péptido as14b tuvo otra característica estructural importante: la doble tirosina-, 

que también ha sido encontrada en la familia peptídica pancreática, fonnada por el 

polipéptido pancreático (abreviado PP), el neuropéptido Y (abreviado YY), y el péptido 

pyy, 
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Es posible que la combinación de dobles tirosinas presentes en el péptido as 14b 

aumentara el sitio de reconocimiento de los canales o receptores del modelo ensayado y, 

por lo tanto, los ratones manifestaron efeetos mayores en el SNC, comparado con as 14a, 

en el que s610 presentaron efectos moderados (Tabla 7). Presumiblemente los verdaderos 

receptores del péptido Conl4, de C. geographus (una especie piscivora), sean canales 

iónicos o receptores presentes en los peces que componen su dieta, y los síntomas de 

rascado que se producen en los ratones se deban a que existen canales iónicos o 

receptores homólogos a los de los peces. 

En el caso de los peptidos aSl4aJb, de C. auslini, probablemente los receptores 

blancos moleculares sean canales iónicos o receptores presentes en los gusanos 

poliquetos que cazan. Desafortunadamente, no se evaluó la toxina de C. geographus en 

peces, ni las de C. aUSlini en potiquetos para corroborar esta hipótesis. Aunque existe 

cierta evidencia que los canales iónicos y receptores son moderamentente conservados en 

diferentes sistemas filogenéticos (Anderson & Greenberg, 2001). Así que, dada la 

similitud estructural y en actividad biológica de los péptidos Con 14, de C. geographus, y 

los péptidos as14a1b de C. austini, presumiblemente algunos blancos biológicos entre los 

mamíferos, los peces y Jos gusanos deben ser moderadamente conservados. 

A pesar de 10 dicho anteriormente, la complejidad fannacológica de los 

venenos de Conus no puede ser explicada solamente por la estrategia de producir toxinas 

que paralizan las presas (Fainzilber et aL, 1991). Por ejemplo, los efectos conductuales 

producidos por ó-TxVIA en langostas, claramente no son un efecto paralítico (esta 

toxina, aislada del caracol moluscívoro C. texti/e, provoca que los crustáceos se tornen 

muy agresivos, por lo que originalmente se le denominó péptido "King Kong). Tal 

fenómeno puede sugerir una interacción de 0-TxVlA con blancos moleculares de 

langosta con funciones muy diferentes a los de blancos neuronales de moluscos, que son 

canales de sodio activados por voltaje (HilIyard et al., 1989). Otra posible explicación es 

que los blancos biológicos de una conotoxina pueden ser a nivel de un subtipo de un 

canal o receptor iónico que únicamente está presente en una de las especies evaluadas. 
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La siguiente explicación de actividad biológica de las y-conotoxinas podría cumplir con 

este último aspecto: 

Se aisló un péptido de C. austini (as7a), similar a las y-conotoxinas de C. textUe 

(Fainzilber el al., 1991) y C. pennaceus (Fainzilber el al., 1998), ambos caracoles 

molusquivoros, y de C. delesserlii, un caracol vermívoro (Aguilar et al., 2005a). Con 

respecto a la actividad biológica de las y-conotoxinas, sólo se han evaluado las toxinas 

TxVllA de C. lextile y PnVIlA de C. pennaceus: la toxina TxVllA tuvo actividad 

biológica en neuronas caudodorsales de Lymnaea (un caracol dulceacuícola), pero no 

presentó actividad en neuronas de Aplysia (un nudibranquio) (Fainzilber et al ., 1998). Por 

otro lado, la toxina PnVUA tuvo el efecto contrario a la toxina TxVllA: presentó , 

actividad en la especie marina pero no en la dulceacuícola (Fainzilber et aL , 1998). 

Respecto al péptido de C. auslini, la especificidad biológica fue similar a la toxina 

Pn VIlA de C. penllaceus: sólo se presentó en el molusco dulceacuicola Pomacea 

paludosa, pero no en la especie marina Palella opaea (aunque habría que aclarar que los 

moluscos nudibranquios de la especie Aplys;a no están relacionados filogenéticamente 

con los caracoles Palella, aunque ambos pertenezcan al Phyllum Gastropoda). Así que, 

hasta el momento, las y-conotoxinas tienen diferentes especificidades a nivel del molusco 

evaluado, pero los mecanismos que favorecen esta especificidad biológica son aún 

desconocidos. 

De esta forma, las y-conotoxinas' evaluadas biológicamente hasta el momento 

podrían ser herramientas útilies para estudiar el sistema nervioso de ciertos moluscos. 

También, al parecer, las y-conotoxinas no presentan actividad en los modelos ensayados 

de mamíferos: la inyección intracraneal del péptido as7a de C. al/Sl;ni, no causó ninguna 

actividad en ratones; por su parte, la toxina TxVIlA tampoco provocó toxicidad en ratas 

(Fainzilber el al. , 1998). 

Así que en este trabajo se muestra la complejidad estructural de las conotoxinas 

presentes en el veneno de C. austini. Los péptidos caracterizados del veneno de COllUS 

alisan; permitien suponer que los caracoles vermívoros también tienen una estrategia 
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bioquínUca similar a los conos piscívoros y molusquívoros, que es la producción de 

péptidos con 15-35 aminoácidos en promedio, con una alta proporción del residuo 

cisteína, formando generalmente 2-3 puentes bisulfuro. La variabilidad en los patrones de 

cisteínas obtenidas de los péptidos de C. austini quedaron evidenciados con el péptido 

as15a, que presentó un nuevo espaciamiento de 6 cisteínas, y con los péptidos asl4a!b, 

con cuatro cisteínas, en un nuevo patrón para caracoles vermívoros. Probablemente la 

colonización de nuevos ambientes por parte de alguna especies de Conus, a partir de 

alejamiento de su centro de radiación ecológica -el lndopacífico-, pennitió la evolución 

de conotoxinas con nuevas estructuras y probablemente blancos biológicos ante la 

presencia de nuevas presas y/o depredadores (Kohn, 1990). De esta manera, los 

resultados obtenidos muestran .que seguramente seguirán encontrándose nuevas familias 

de conotoxinas conforme se amplíe la investigación de especies de Conus aisladas 

geográficamente con respecto a las especies del lndopacífico, que han sido las especies 

mayormente estudiadas (Apéndices 1 y 2). 

Con respecto a los ensayos biológicos, los resultados mostraron que las 

conotoxinas de C. austini presentaron actividad en ratones y moluscos, aunque son 

estudios preeliminares y será necesario, en el futuro, utilizar modelos en tejidos o células 

para determinar la actividad biológica precisa en receptores o canales iónicos. También, 

como un aspecto prospectivo y aunque se ha comprobado que los ratones son un modelo 

muy utilizado para evaluar la actividad de las conotoxinas, ya que ocasionan trastornos de 

la conducta normal del ratón, será necesario utilizar un mayor número de muestra, así 

como las concentraciones utilizadas, para aumentar la evidencia toxinológica para el 

ratón y cualquiera otra especie utilizada. 
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x. CONCLUSIONES 

1. Este es el segundo reporte acerca del tipo de alimentación de un cono del Atlántico 

mexicano, y permitió determinar que C. austini es una especie vermívora 

2. Se descubrió una conotoxina (as15a) que presentó un nuevo patrón de los residuos de 

cisteínas: C-C-C-C-CC. La conotoxina tuvo actividad biológica en ratones, aunque no se 

identificó el blanco de acción. 

3. Se ha caracterizado parcialmente una toxina (asB), que presentó varias modificaciones 

postraducciotiales: tres residuos de y-carboxiglutamato y uno de hidroxiprolina. 

4. Se caracterizó un péptido (as7a) similar a las y-conotoxinas. Es la segunda toxina de 

esta familia que se caracteriza de un caracol vermívoro. Este péptido causó síntomas 

aparentes de toxicidad en un molusco. 

5. Se descubrieron dos toxinas (as14a y as14b), que tienen un patrón de cisteÍnas nuevo 

para caracoles vermívoros: C-C-C-C. Ambos péptidos provocaron alteraciones en la 

conducta de ratones, aunque el blanco preciso de acción no fue determinado. 
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1. Introduction 

ABSTRACT 

A novel 31-residue toxin, named :~Hit: ~;~:':isolated and characterized from the venom of 
Conus austini, a vermivorous con~4~.~kollected in the westem Gulf ofMexico. The complete 
amino acid sequence, TCKQKGEGCSÍ±lY'YCCSSSCKPGGPLFDFDC, was determined by auto
matic Edman sequencing af~%: leduction and alkylation. The sequence shows six Cys 
residues arranged in the p'~hem::lhat defines the O-superfamily of conotoxins, and the 
sequence motif """ICCS-, whi¡:¡;,b ... has.:$nly been found in the "y-conotoxin family. The mole
cular mass of the nativ.:f p~p"kdé\.vas deterrnined by matrix-assisted laser desorption 
ionization time-of-fligli::(M.@.ovrOF) mas s spectrometry, which conftrmed the chemical 
analyses and suggest~::kt~~ .. Gherrninus. The purified peptide elicited toxic effects in the 
freshwater snail POm¡¡¡;;g.c1 pal~'d¿sa after intramuscular injection, but it had no effect when 
injectedintracerebilill;/::MtQ:: mice. The structural similarity of peptide as7a to other -y

conotoxins sugge.J.ltS':: tha.~. modulation of pacemaker channels could be responsible for its 
biological activitf '\,: 

':;:::::::'" .:::: 
)::' .:.::::::::::::::::. ~. 2005 Published by Elsevier Inc. 

The venoms of numerous marine animals, sJb('~::~:'~~~Sh, 
anemones, and cone snails have been sMwN:=ti:¡: .. ~;;ntain a 
variety of proteinaceous compounds ~t fac¡jitate prey 
immobilization and digestion and tha~ :.~:&::,~· used for 

defense [lO]. These compounds may incJude enzymes that 
expedite tissue invasion and peptide toxins that interact with 
specific ceH surface receptors and ion channels. In Conus, the 
toxins (named "conotoxins") are primarily used to stun, 
immobilize, and kili prey, although they couId be used for 
defensive purposes [17]. Although, the vast majority of Conus 

• Corresponding author. Tel.: +52 442 2381Q';l}; fJ.' +52 442 238 1043. 
E-mail address: maguilar@servidor.un~,:rn=X(M.B. Aguilar). 

1 Present address: Instituto VenezolcIIl,9:.:-~Mtnvestigaciones Científicas (Me), Centro de Química, Lab. S~tesis Orgánica y Productos 
NatUrales, Apartado 21827, Caracas -t~¡;FA;Venezuela. 

2 Present address: Department ofB¡W9'¡&i=University of Utah, Salt Lake City, UT 84112, USA. 
0196-9781/$ - see front matter © 200S·Pd9.lished by Elsevier Inc. 
doi:10.1016/j .peptides.2oo5.07 .021 :=::::::::;:::,:::::-:::::/: 
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species (~75%) specifically prey on polychaete wonns, most 
studies on conotoxins have been done on fish- and mollusc
eatlng species.ln fact, only ~ 10-15% of the family envenomate 
fish, and a similar percentage preys on other gastropods (12). 
Almost all the species studied have been collected from coral 
reefs of the Indo-Pacific regíon (20). It has been estimated that 
the venom of each Conus species has between 50 and 200 
biologícally active peptides, most of which are cysteine-rich 
peptides of 7--40 amino acids. The majority of the conotoxins 
contain 1--4 disulfide bridges, and cysteine residues are usually 
separated by 0-6 amino acids. Cysteines are arranged in only a 
few patterns, which are diagnostic of the gene superfamily 
th<i.t encodes the peptide, and in many cases they can indicate 
the phannacologícal target of the conotoxin (16). The 0-
superfamily is among the best studied, and it consists .of 1)-, 

¡LO-, K-, W-, and -y-conotoxins that share a common cysteine 
pattern (C-C-CG-C-C, three disulfide bonds) but have different 
targets: 8- and ¡LO-conotoxins affect Na+ channels either by 
inhibiting the fast inactivation of Na+ currents (l>-conotoxins) 
or by inhibition of Na+ conductance (¡LO-conotoxins); K

conotoxins block voltage gated K+ channels; w-conotoxins 
inhibit Ca2+ channels [22]. -y-Conotoxins cause excitatory 
effects in different molluscan neuronal systems: TxVlIA from 
C. textile provokes strong excitatory effects in neurons of 
Aplysia (a marine mollusc) [7], whereas -y-PnVlIA from C. 
pennaceus causes similar excitatory effects in neurons of 
Lymnaea (a freshwater snail) [8]. Toxin -y-PnVlIA acts as an 
agonist of neuronal pacemaker cation currents, and it is the 
prototype of the -y-conotoxin family (8). Recently, a -y
conotoxin-like peptide, de7a, was purified from a verrnivorous 
cone snail (C. delessertiQ [1]. All these toxins have in common a 

. distinct motif (4CCS-) that distinguishes them from other 

venoÍn. Peptide as7a showed toxic effe'cts in Pomacea paludosa 
(intramuscularinjection), but had no significant effeet on mice 
(intracranial injection). The biology of C. austini has also been 
investigated: microscopic analysis of the stomach content of 
several specimens revealed the presence of chaetae in all 
cases, which shows that the feeding type of this species is 
vennivorous. 

2. Materials and methods 

2.1. MatenaIs 

Octildecyl (C18) and octyl (es) reversed-phase high perfor
mance liquid chromatography (RP-HPLC) columns were from 
Vydac (Hesperia, CA). Reagents for N-tenninal sequencing 
were from Applied BioS#teWS (Foster City, CA). HPLC-grade 
acetonitrile (ACN) was IiW<;lfased from Caledon (Georgetown. 
Ontario, Canada); 4-viniJi?Jnlijne from Sigma (St. Louis, MO) 
was distilled under v.~'éUü:m:j¡!.nd trifluoroacetic acid (TF A) was 
from Fluka (Buchs, ~tzerWnd). 

2.2. specimeti" ~II~: and feedingtype determinatian 
.... ) : 

Adult C. austir.J.i.:I:>p~tfuie'hs (Fig. lA) were colleeted at a depth of 
~80 m along::'th~:\;.~ast of Tamaulipas, Mexico. The digestive 
traets wen:!'::6p.~6ed under a dissecting microscope, and any 
contents .W'é1:~ ';~:mbved and mounted on a microscope slide. 
The sli4~~ Vf,;re then examined to identify the remains and 
thus det~tm~~ the type of prey ingested [15]. ..... :. 

2.3 .. :::":" " "'Vilr:\am separation and fractionation 
::f' :;::: 

conotoxin families (i.e., 1)-, '¡LO-, K-. and w-conotoxins). 
Here, we describe the isolation and sequencing of a novel -y- v~~~ffi:'dJ;~ were disseeted from the animals. Crude venom 

conotoxin-like peptide from the cone snail Conus austini#kr;~h w~s obtained by homogenization of 10 venom ducts in 
collected at depths of 60-80 m in muddy areas of the Gulf of .. :":S,nií. of:i~xtraction buffer (40% ACN containing 0.1% TF A) at 
Mexico. This peptide, which we have tentatively named as7a, :::::::'. 4 °C-:":tKe homogenate was centrifuged at 10,100 x 9 at 4 oC for 
contains 31 residues, and it is a major component of C. austini.;:/ ·::2o.:=min, and the supernatant was Iyophilized and stored at 

Fig. 1- (Panel A) The worm-hunti~. . '''''. austini trom the Gulf of Mexico, Mexico. Bar length is equivalent to 1 cm. (panel 
B) There are numerous kinds of chaé~. tIlat can be found in polychaetes. The picture shows just one example of chaetae 
(200 Jlll1 length) obtained trom :tb~Jesi.4ual stomach contents of one C. austini specimen. Bar .. 50 ,...m. 

o •• :.;::::::::::: : : : •• 
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-20 oC. Lyophilized whole venom was dissolved in deionized 
water containing 0.1% of TIA and then centrifuged at 
10,100 x 9 at 4 ·C for 20 mino Total protein was quantified by 
the. Bradford method [4] using the Protein Assay Kit with 
bovine serum albumin as standard (Bio-Rad, Hercules, CA). For 
isolation of the peptides from the crude venom and all 
subsequent purification steps, solution A consisted of 0.1% of 
TIA in water, and solution B was 0.085% TIA in 90% ACN. 
Venom was 10aded....,1 mg at a time onto an analytical RP-HPLC 
C18 column (Vydac 218TP54; 4.6 mm x 250 mm, 5 IJ.m particle 
size) provided with a C18 guard column (Vydac 218GKS4; 
4.6 mm x 10 mm, 5 IJ.m particle size). Components were eluted 
at room temperature, first isocratically (S% solution B for 
10 min) and then by a linear gradient (5-ss% of solution B for 
90 min) at a flow rate of 1 mVmin. The absorbance was 
monitored at 220 nm. 

2.4. Toxin puriftcation 

One fraction, as7a, was further purified at room temperature. 
The first step used the same analytical C18 column employed 
for the fractionation of the venom, using an isocratic step 
(20% solution B for 20 min) followed by a gradient of 20-35% 
solution B for 60 min, at a flow rate of 1 mVmin. The second 
purification step involved an analytical C8 column (Vydac 
208TPS4; 4.6 mm x 250 mm, s .... m particle . size) provided 
with a MetaGuard Nucleosil C8 column (4.6 mm x 10 mm, 
5 IJ.m particle size) (Varian 0120-MG; Torrance CA). using an 
isocratic step (20% solution B for 20 min) followed by a 
gradient of 20-35% solution B for 150 min, at a flow rate of 
1mVmin. 

2.5. Molecular mass characterization 

2.7. Biological assay 

Molluscan toxicity was deterrnined by injection oftoxin as7a 
into the foot of adult specimens of the snail Pomacea paludosa 
(17-19 g bodyweight) using a 29-gauge hypodermic needle. 
The peptide as7a was dissolved in normal saline solution (0.9% 
NaCl). Snails were injected with 30 1J.1 of the peptide sample 
(250 pmoVsnail, n = 3). Control animals were injected with 
30 ¡J.! ofO.SO;" normal satine solution (n = 3). A positive response 
was defined as the animal's loss of ability to stay attached to 
the vertical glass surlace of the aquarium and the subsequent 
contraction of the foot [7,9]. 

Four-week-old male mice (strain CD-1, 24-27 g body 
weight) were also used. Samples of as7a were dissolved in 
0.9% normal saline solution. Mice were injected intracere
brally with 30 ¡J.! oí the peptide sample (sOO pmoVmouse, 
n = 3). The animals wer~l=¡;b~l!rved atregularintervals for up to 
2 h to detect any beh~~o~l change or death post-injeCtlon. 
Control animals were.i.~J~ae4.;with 30 IJ.I of 0.9% normal saline 
solution (n = 3) [SJ. {:::: ............ ::::\ 

2.8. Sequenc,~: 9.I~tmet1t 
.;:/ 

In order to mi,).;.e seq.Úence comparisons, one of the most 
robust mulqpl.l:!.:·sequence alignment programs, CLUSTAL W 
(1.82), wa;;:/ er#p'~yed using the default settings (http:// 
www.ebi.ákWil.ctustalw/ [23]). 

3. 

"'::::::':' :::r::::: :;., 

.Th~:::::~Ii~~·ntaIY tracts of 2 out of 10 C. austini specimens 
Samples of the native peptide (....,loo pmol) were subjected to .::?~o~~lait~ed remains of prey parts. These were found to be 
matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight \:t$il..et~é, the chitinous bristles protruding from the bodies of 
(MAIDI-TOF) mas s spectrometry on a Voyager DE Mass.:(::· p~íYffiaetes. The chaetae found in a given sample were very 
Spectrometer (Applied Biosystems) equipped with delayed::· :::::::::::Similar to those found in any other sample, suggesting that C. 

ion extraction. Spectra were obtained in positive reflect9.f:: a~tini preys on a rather limited number of closely related 
mode using sinapinic acid as matrix. :.:!:: .. :.... <:polychaete .~pecies. The species to which the chaetae belong 

.... ::.:Jire unknown (Fig. lB). 

.:.: ::.~{~:. 2.6. Sequence determination 
./V .i? 

Because of the possible presence of disulfide bonAA)K:~~r 
peptide, a sample of as7a was subjected to red~tti~h :.~~ 
alkylation before sequencing. The peptide was di~1i9iV;din 
100 .... 1 of 0.1 M Tris-HCI buffer, pH 8.0, ang.:: 1ÓÓtng of 
guanidine hydrochloride was added and dh~$bl~~:di: ::FOrty
five microliters of 50 mM dithiothreitol was i¡:h~&.I, and the 
mixture was incubated at 65 oC for 25 miI),:::utt4~?:hitrogen. 
Subsequently, 4 1J.1 of 4-vinylpyridine wa.r add~a¡ and the 
solution was incubated at room temperattit~..f9.¡:)f6 h under 
nitro gen [21]. ::.:::. . ........ : .. . 

The sample was desalted at room i~mpe~:~ture using an 
analytical C18 column eluted with an j~O~9.:g:st~p (10% buffer 
B for 20 min) followed by a linear gracliéht{~Q:40% buffer B for 
30 min) with a flow rate of 1 mVmin/:::::::::::::::::::::::·· 

Ami~o acid sequencing ofthe pyijayletjlylated peptide was 
performed by automated Edinan degraqatlon using a Procise 
491 Protein Sequencing System::#:?pli~~ Biosystems). 

87 

3.2. Venom fractionation and taxin puriftcation 

A systematic characterization of the venom components of C. 
austini was initiated by purifying one prominent peak, named 
as7a, from the RP-HPLC eluate of the venom crude extract 
(Fig. 2A). Further purification of as7a by RP-HPLC was carried 
out in two different systems, as shown in Fig. 2 (B and C). Both 
HPLC and MALDI-TOF (see below) were consistent with the 
presence of a sin~e peptide. 

3.3. Mass spectrometry 

The MALDI-TOF mas s spectra of the native peptide as7a 
yielded a (M+H]+ signal at miz 3237.16, which corresponds to a 
monoisotopic molecular mass of 3236.16 Da (Fig. 3). The 
analysis of -y-carboxy-Glu-containing peptides in the reflector 
mode of MALDI-TOF has been shown to produce decarbox
ylation of this type of post-translationally modified residue 
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Fig. 2 - Purification of as7a. (panel A) Fractionation of the ve::: ~::~ct (;~::~~::::: protein) by an analytical C18 column 
eluted with a linear gradient from 5% to 55% solution B in 100 min at 1 mUftu-i¡:HPLC salutions were: 0.1 % (v/v) TI A in water 
(solution A), and 0.085% (v/v) TFA in 90% aqueous ACN (saludon B). Thé~rbance was monitored at ~20 nm and is 
displayed as milli-absorbance units (mAU). (panel B) The peak highlighted b';/inow in panel A (as7a) was further purified 
on the same column, using an isocratic step (20% solution A for 20 ~n)':iD.'!:~ increasing solution B by 0.25%/min for 60 min 
at 1 ml/min. (panel C) The peak highlighted by arrow in panel B (as7~l was ~er purified on an analytical C8 column using 
an isocratic step (20% solution B for 20 min) followed by a gradie~~ ·8t2«h~~.4 solution B for 150 min, at a flow rate of 1 mV 

.':': "-:<.:.' 
mino 

}f 
[6,11]. Thus, the experimental monoisotopic mass obtained) / ' :'::::~t1;ª¡;hed with their foot to the front of the aquarium glass. 
corresponds to the decarboxylated fonn of as7a. I~~diately upon injection, the snails dropped off and the 

: .. :i.,:.·· .. ·... {p..ot muscles shrank. The symptoms disappeared after 2 mino 
3.4. Determination 01 amino acid sequence m contrast, the control animals remained attached to the glass 

The amino acid sequence of as7a was detennin~~::' :i :::::::;·:· ~id~~! ~::a~~;:~:' injection of peptide as7a (500 pmoV 

automated Edman sequencing after reduction and.:.:P:Yri~-:::::::i: : mouse) in mice did not cause any behavioral distress, as 
lethylation (Fig. 4). An unambiguous sequence of 3:tieS'mAA~ compared with control mice. Either control or test mice 
was obtained in one run, including six cysteines in ~ .. wpi~~l showed the transient symptoms associated with the injection, 
framework of the O-superfamily. Based on t:l:I:~::::~~~al Le., stillness and agitated breathing for 3-5 min, followed by 
sequence, assuming three disulfide bridge s andlfr~~::acld C- inactivity up to 13-15 min after the injection, displacement in 
terminus, and taking into account the expectecfd~4rboxyla- the cage and scratchingand groomingbehaviorfor 11-15 min; 
tion of the 'Y-carboxy-Glu residue, the predict!l~:m~'p8tsotopic then they became still and fell asleep. For comparison, lower 
mass (3236.26 Da) agrees well with the exp~rime~t~l mono- doses (120 pmoVmouse) of other toxic fractions of C. austini 
isotopic mass (3236.16 Da). Thus, the m~~~::::.~.p~trometry venom (data not published) provoke paralytic effects in mice. 
analysis confinns the sequence and .:;;iridicai:e·s that Cys 
residues are present as disulfides in tl)e pepij,de and that 
the C-tenninus is not amidated. ::::::::.":::::;:... ..:.' 

3.5. Biological effects 01 the pu~::;~:ftJ~s 
Aliquots of 250 pmol of as7a werei~j~ct~din the rear part of 
the foot of the freshwater snailp.q1:eI~d.9:~' The animals were 
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4. Discussion 

The predatory cone snails use their biochemically and 
pharmacologically complex venoms to capture prey, defend 
against predators, and compete with other animals in their 
environment. Therefore, it is important to understand the 

PEP 66595 l-ó 

219 
220 
221 

. 222 
223 
224 
225 
226 
227 
228 
229 
230 
231 
232 

233 

234 

235 
236 
237 
238 



B9 
140 

141 
142 
143 
144 

145 
146 
147 
148 
149 
150 
151 
152 
m 
154 
155 

PEPTIDES xxx (2005) xxx-xxx 5 

100 

3230.0 

3240.05 

3239.61 3240.83 

3239.04 

241 .72 

3238.16 
3242.80 

243.75 

3237.16 

3234.4 3238.8 
miz 

3243.2 3247.6 3252.0 

Fig. 3 - MALDI-TOF mass spectrum of conotoxin as7a. The 
miz signal obtained at 3237.16 for as7a «M+H]+) indicates a 
monoisotopic mass of 3236.16 Da. 

pennaceus [8]) dwelling in coral reef habitats in the Indo
Pacifico Thus, it was surprising to find putative 1'-conotoxins in 
the venom of a worm-hunting cone snail (C. delessertii [1]) that 
iiiliibits sandy areas of the American Atlantic Ocean. Based on 
the present work, C. austini is the fourth species known to 
produce this uncommon type of conotoxin and one of two that 
are vermivorous. 

1'-Conotoxins, TxVlIA and 1'-Pn VlIA share a structural motif 
-51'CCS-, that has not been found in the other four-Ioop 
conotoxins ofthe.O-5uperfamily (i.e., a-, ¡.tO-, 00-, and K-), and 
that could be important for the three-dimensional structure 
and biological activity of these peptides. Generally, the 
disulfide bond arrangement and loop size determine the 
selectivity for a particular receptor subtype; hence, conotoxins 
from different Conus species that bind to a particular site on a 
receptor complex often exhibit the same disulfide framework 
as well as highly consJive.9 amino acid sequences (2). The 
peptide studied in this:W9.:r,:i; as7a, has sorne resemblance to 1'-
conotoxins from m.9.Pií~c~orous Conus, including the 
sequence -')'CCS- $.á¡:i~:ffl~luded in the motif (-51'CCS-) that 
characterizes 1'-co~toxindFig. 4). If the sequences of peptide 
de7a [1] and of P~p#.~e:::ií~7a reported in this work are taken 
into account, ttds'motif,:could be redefined as -')'CCS-. It shOuld 
be noted that, ::~part f.~m this motif and the other four Cys 
residues, th~~!i!: . peptldes show little sequence identity, only 
four aminq?'ad$:::::in two toxins from the molluscivorous 
species, arld:'96.1Y two residues in those from the vermivorous 

correlation between the feeding ecology of the various species eones; w.hé~. illittoxins from the mollusc-eating species are 
and the specificity of their neurotoxins towards different compa.f~d .@th those of the worm-hunting species, only one 
animal taxa. The present study reports the purification and residu~W:sh¡gl:!d by toxin TxVIlA and peptide as7a. The toxins 
the biochemical and biological characterization of a 1'- from 'the moÚ;¡scivorous eones have a strong negative charge 
conotoxin-like peptide isolated from the venom of C. austini, (Tl!;VftX;::1c; 1'-PnVlIA, 5-), whereas the worm eating species 
a cone snail found in the Gulf of Mexico. This peptide was pi~i!:l,.~ce ~olecules that are neutral (de7a) or have a low 
named as7a, accordingto the nomenclature of conotoxins (18). J):egaB.v.~:/tharge (as7a, 1-). particularly noteworthy is the 
The feeding type of C. austini was previously unknown. .:(pr~~enli;.e of six additional residues in the fourth intercysteine 
Microscopic analysis of the digestive tract content of C. austini .... :·:\:t~p.. o.tks7a in comparison with the other known 1'-conotoxins 
demonstrated the presence of chaetae (Fig. lB) but not or.)::' (Fig:"'4). 
anatomical structures expected if fish (otoliths, bones, an~f:"::' :::::::::::::::.:The biological activity of 1'-conotoxins seems to be directed 
scales) or molluscs (opercula) had be en ingested. Thus, W~: to~ard mollusc species: 1'-PnVlIA caused sorne flaccidity or 
conclude that C. austini is a vermivorous species, in agree~nt <:telaxation of the foot musculature of Patella caerulea (50 pmol/ 
with the relationship between feeding type and sh~:!l.:.. .:./100 mg body weight) (81, whereas TxVlIA produced marked 
characters proposed by Lim (13). ,i? ....... :.:.:::::.: ... paralysis in this marine snail with adose of 8.6 pmo1l100 mg 

Until recently, 1'-conotoxins had only been isola~a fr$in .:) body weight (7). In the case of C. austini, peptide as7a provoked 
two molluscivorous cone snails (C. textile [7,141::::iiM:f::::~/::: the contraction ofthe foot of P. paludosa. Although the effect 

:::/'" .. :.} .... :.:.:.:.::.. elicited by as7a was not as pronounced as the effects produced 
-rxVrtl'. (X'.G'íST'íC"i'JD--S"feCSDNC------VRSyC'l'LF& by TxVlIA, the dose injected was ",6-fold lower, 1.4pmol/ 
"(-·PnVII ... l.lC't:¡¡U\'ll>.CTVN .... ;¡yca;NSC········· .. ·!JQTiC'il.'{Ab·(¡S 100 mg body weight. On the other hand, the intracranial 

ACY"OYJItiLCiU-rf.'!A1CCSGFC····· ·LlYRCS& injection in rnice with peptide as7a (",2 pmol/100 mg body 
·f~Q};.~:Sl:.P--"f.~~S~};.I'GGl>¡;.I'I)l'l.: weight) did not elicit any abnormal symptomatology; this 

.:::::: o::::::· result is consistent with the absence of effect when toxin 
Fig. 4 - The primary sttucture of as7a fro& C. aU$~ni and 
other -y-conotoxins (TxVIIA from C. textll~::P:,l11,::4-PnVIIA 
from C. pennaceus (8], de7a from C. deles.,6tii jj;jj:The result 
.of the CLUSTAL alignment has been .!4ited t~:show post
translationaI modi6cations. The on~~I~~!::s.6de is 
employed for standard amino acids. ·rbTP.~::>t-translational 
modi6cations: -y,-y-c:arboxyglutatn~{~td~ted c
terminus and O,4-trans-hy~roxyp~li~~::ldentical 
residues among all the peptides M :¡¡r~displayed in bold 
face at the bottom lineo .:.:::::::::::.. ' '.' 

89 

TxVlIA was injected intraventricularly in rats at adose of 
",6 pmol/100 mg body weight (7). The injection of venom 
peptides into the CN5 of rodents has proven to be an effective 
method for identifying components active in vertebrates (19). 

The biological specificity of the two 1'-conotoxins from 
molluscivorous Conus venoms is clearly different: peptide 
TxVIIA triggers action potential bursting in isolated medial 
neurons from the pleuropedal ganglia of Aplysia (a marine 
mollusc) (7), and it has no effect on the caudodorsal neurons 
from Lymnaea (a freshwater snail), the target of 1'-PnVlIA (8). 
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Thus, the structural sirnilarities between peptide as7a from C. 
austini and TxVIIA from C. textile, and -y-PnVlIA from C. 

pennaceus, as well as their similar biological effects in molluscs 
suggest the same, as yet unidentified, pacemaker channels in 
the nervous system of a mollusc as a possible target for 
peptide as7a. 

The presence, in a wonn-hunting species such as C. austini, 
of one ')I-conotoxin (as7a) with biological activity in a mollusc 
suggest that this peptide is the part of a defensive mechanism. 
It has been documented that marine gastropods are subjected 
to strong predation by crustaceans, fishes, and other gastro
pods [24). An altemative explanation is that sorne receptors in 
the nervous system of polychaete wonns (the natural prey of 
C. austinQ and other invertebrates (such as molluscs) are 
moderately conserved. In fact, evidence fram cloning of ion 
channels and receptors suggests that these proteins appeared 
early in the evolution of the Eukaryotes (3) . Conotoxins with a 
narrow range of phylogenetic specificity, such as the novel ')1-

conotoxin peptide as7a from C. austini described in this work, 
rnight become a useful tool to study the structure, function, 
and evolution of receptors and ion channels that determine 
the physiology of the nervous system of molluscs. Further 
investigation into the effects of this toxin is needed to reveal 
its specific target and mechanism oí action. 
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Apéndice 1 

a) C..-nopéptldos sin 

clstefn_ 

Secuencias de aminoácidos de conopéptidos reportados en la literatura 

Familia de las Contulaqulnas 

Contulaqulna G 

Conantoquinas 

. Conantoqulna G 
Conantoqulna L 
Conantoqulna R 
Conantoqulna T 

Conorfamldas 

Conorfamlda Sr1 

b) Conop.ptldos con 2 

clstefnas 

Conopreslnas 

Lys conopreslna G 
Leu conopreslna G 
Arg conopreslna S 

Contrífanos 

Contrffano P 
Contrrfano Sm 
Bromocontrrfano R 
Contrrfano Vn 

(P) 

(P) 

(P) 

(P) 

(P) 

(V) 

(P) 

(P) 

(P) 

(P) 

(P) 

(P) 

(V) 

Z S E E G G S N A ~ K K P Y I L 

GEyyLQyNQ yL RyKSN* 

G E Y Y V A K M A A Y LAR Y o A V N * 

GEyyVAKMAAyLARyN AKGCKVNCYP* 

G E Y Y Y V Q K M L Y N L R Y A E V K K N A * 

G P M G W V P V IF y R F 1* 

~F R N ~p K G 
C F RNCPLG* 
C I R N C P R G 

Gn WD P W~ GCOWQPWC 

GCOWEPWC 

G .O C P W K P W C 

Cralgetal., 1999b 

Olivera et al., 1985a 

Jimenez et al., 2002 . 

Whlte et al., 2000 

Haack et al., 1990 

Maillo et al., 2002 

Nlelsen et al., 1994 

Cruz et al., 1987 

Cruz et al., 1987 

Jacobsen et al., 1998 

Jacobsen et al., 1998 

Jlmenez et al., 1996 

Massilla et al., 2001 



e) Conopéptldos con 

múltiples elsteinas 

a. conotoxinas 

aCnlA 
aCnlB 
a El 
aGI 
aGIA 
aGIC 
aGIO 
a Gil 
aMI 
a Mil 
aPIA 
aSI 
aSIA 
a Vc1.1 

a AulA 
a AulB 
a AulC 
a Epi 
aPnlA 
a PnlB 
a AnlA 
a AnlB 
a AnlC 
alml 
almll 
a 511 

p conotoxinas 

pTIA 

(P) 
(P) 
(P) 

(P) 

(P) 

(P) 

(P) 
(P) 

(P) 

(P) 

(P) 

(P) 

(P) 

(P) 

(M) 

(M) 

(M) 

(M) 

(M) 

(M) 

(V) 
(V) 
(V) 
(V) 
(V) 
(P) 

(P) 

SUPERFAMILI A A 

G R C C H P A C G K Y Y S C 

G R C C H P A C G K Y Y S C 

R D O C C y H P T C N M S N P Q I C • 

E C C N P A C G R H Y S C • 

E C C N P A C G R H Y S · C G K 

GCCSHPACAGNQHI C· 

R D r C C S N P A C R V N N O H V C 

E C C H P A C G K H F S C 

G R C C H P A C G K N Y S C • 

G C C S N P V C H L E H S N L C • 

RDPCCSNPVCTVHNPQI C· 

I C C N P A C G P K Y S C 

y C C H P A C G K N F D C 

G C C S D P R C N y D H P E C· 

G C C S y P P C F · A T N S D Y C 

G C C S y P P C F A T N P D C· 

G C C S y P P C F A T N S G Y C 

G C C S D P R C N M N N P D Y C 

G C C S L P P C A A N N P D Y C • 

G C C S L P P CAL S N P D Y e • 
C C S H P A C A A N N Q D Y C • 

G G C C S H P A C A A N N Q D Y C • 

G G C C S H P A C F A S N P D Y C • 

GCCSDPRCAWR C· 

ACCSDRRCRWR C· 

G C C C N P A C G P N Y G EJG T S [ls 

F N W R m:§::JL P A [lR R N H K K F [l. 

Fraveau et al., 1999 

Fraveau el al., 1999 

Martlnez et al., 1995 

Gray et al., 1981 

Grayet al., 1981 

Mclntosh et al., 2002 

Nicke et al., 2003 

Gray et al., 1981 

Mclntosh et al. , 1982; Jacobsen et al., 1999 

Cartier et al., 1996 

Azam et al., 2002 

Zafarralla et al., 1998 

Myers etal., 1991 

Livett et al., 2002 

Luo et al. , 1998 

Luo et al., 1998 

Luo et al., 1998 

Loughnan et al., 1998 

Falnzilber et al., 1994 

Falnzilber et al., 1994 

Loughnan et al., 2004 

Loughnan et al., 2004 

Loughnan et al., 2004 

Mclntosh et al., 1994 

Ellison et al., 2003 

Ramilo et al., 1992 

Sharpe et al., 2001 



aA conotoxinas 

aA EIVA (P) G[]J P Y o N A An O~Gn V G R O O y~o R O S G G * Jacobsen el al. , 1997 
aA EIVB (P) G C C G K Y O N A ACHOCGC"T V G R O O Y C O R O S G G * Jacobsen el al., 1997 
aAOIVA (P) C C G V O N A A C H O C V C K N T C Teichert el al., 2004 
aAPIVA (P) G C C G S Y O N A A C H O C S C K O R O S Y C G K * Hopkins el al., 1995 

KA conotoxinas 

KASIVA (P) Z K S L V P S. V T T[]JG Y O O G T 

M~O 0n~ 
N s~. Cralg el al., 1998 

KA SIVB (P) Z K r L V P S V T I C C G y O O G T M C O O C R C T N S C O T K O K K O Sanlos el al., 2004 
KASmlVA (P) Z T WL V P S T T T C C G y O O G T MCOTCMCD N T C K O K O K K S Sanlos el al., 2004 
KASmlVB (P) A O WL V P S T T T C C G y O O G S MCOOCMCN N T C K O K O K K S Sanlos el al., 2004 

SUPERFAMI LI A T 

X 6 A. conotoxinas 

}..CMrVIA (M) V~G y K 

L ~H O~ Bala]i el al. , 2000 
}.. CMrVIB (X-MrIA) (M) N G V C C G y K L C H O C Mclnlosh el al., 2000; Bala]1 el al., 2000 
}..CMrX (M) G I C C G V S F C y O C Bala]i el al., 2000 

1> conotoxinas 

auSa (M) 

'[]J' 
F R,[jJ Walker el al. , 1999 

auSb (M) F C C P V R Y C C W Walker el al., 1999 
txSa (e-TxIX) (M) r C C r O G W C C T. A A O Rigby el al., 1999; Walker el al., 1999 
pSa (P) G C C P K Q M R C C T L Walker el al., 1999 



8 conotoxlnas 

5 NgVIA 
5PVIA 
5 Am2766 
5 GmVIA 
5 TxlB 
5 TxVIA 

¡.LO conotoxlnas 

1l0GS 
110 MrVIA 
110 MrVIB 

K conotoxln.as 

K PVIIA 

O) conotoxinas 

wCVID 
wCnTVIIA 
wGVIA 
wGVIB 
wGVIC 
w GVIIA 
w GVIIB 
w MVIIA 
w MVIIB 
w MVIIC 
w MVIID 
w PnVIA 
w PnVIB 

SUPERFAMI LI A O 

(P) SKCFSOGTFCG KOGLCCSVR CFSLFCI SFE 

(~ ~ A C y A OG T F C G K O G L C C S E F C L P G V C F G 

(M) C K Q A G E S C O F S Q N C C V G T C A F ICE 

(M) W K P C R K E G Q L C O P I F Q N C C R G W N C V L F C V 

(M) W C K Q S G E M C N V L O Q N C C O G Y C V F V C T 
(M) W C K Q S G E M C N L L O Q N C C O G Y C V L V C T 

(P) A ~S 
(M) A C R 

(M) A C S 

G R G S R ~P 
KKWEYCI 

KKWEYCI 

P Q 

I G F 

L G F V [i]c M 

Y C C P 

y C C P 

G L 

G L 

G L 
:. 

R~G I C G 

I C G 

R G N P 

P F V 
P F V 

Q K ~I G A 
C V 

C V 

(P) [IR ION Q K [lF Q H L O O GS R K [IN R F N K [IV 

(P) 

(P) 

CIK S K G A KICIS K L M Y O 
C K G G A O C T R L M Y O 
C IK S O G S S ~IS O T S Y N 

C C IT G S IC IS G T V G T 
C C H G S C S S S K G R 

C CR S C N O Y T R 

H E O 

C" 
C 
C IY • 

(P) C K S P G S S C S P T S Y N C C R S C N P Y T K R R C IY G 

(P) C K S P G S S C S P T S Y N C C R S C N P Y T K R C 

(~ C K S P G T P C S R G M R O C C T S C L L Y S N K CIR R y 
(P) C K S P G T P C S R G M R O C C T S C L S Y S N K C R R Y 

(P) CKGKGAKCSRLMYD CCTGSCRSGK C· 

(P) CKGKGASCHRTSYD CCTGSCNRGK C 

(P) C K G K GAP C R K T M Y O C C S G S C G .R R G K C • 

(P) S T R C Q G · R G AS C R K T M Y N C C S G S C N R G R C G 

(M) G C L E V O Y F C G I P F A N N · G L C C . S G N C V F V C T P Q 

(M) O O O C E p . P G N F C G M I K I G P P C C S G W C F F A C A 

Falnzllber et al., 1995 

Shon et al. , 1995 

Sudarslal et al., 2003 

Shon et al., 1994 

Fainzllber et al., 1991 

Falnzllber et al., 1995 

Yanagawa et al., 1988 

Mclntosh et al., 1995 

Mclntosh et al., 1995 

Terlau etal., 1996; Shon et al., 1998b 

Lewls et al., 2000 

Favreu et al., 2001 

.Ollvera et al. , 1984 

Olivera et al., 1985b 

Olivera et al., 1985b 

Olivera et al., 1985b 

Olivera et al., 1985b 

Olivera et al., 1985b 

Olivera etal., 1985b . 

Hlllyard et al., 1992 

Monje et al., 1993 

. Klts et al., 1996 

Klts et al .. , 1996 



y conotoxinas 

y PnVIIA 
(M) O ~T S W F G R ~T V N S , e e s 

NsnOTY ~ y A F 
o S Fainzilber el al., 1998 

y TxVIIA (M) e G G Y S T Y e 'Y VDS y e e s o N e V . R s y e T L F Fainzilber et al., 1998 

de7a (V)AeKOKNNLeA T y MA y e e ' s GFeLIYR . e s Aguilar et al. , 200Sa 
as7a (V)TCKQKGEGeSLDV y e e s s s e K P G G P L o F e Zugasti-Cruz et al., 2005 

SUPERFAMI LI A M 

J.I. conotoxinas 

... GIIIA (P) R O e C T o o K K e K o R Q e K o Q R e e A • Sato et al., 1983; Cruz et al., 1985 

... GIIIB (P) R O e e T o o R K e K o R R e K o M K e C A •. Salo el al., 1983; Cruz et al., 1985 

... GIIIC (P) R O e C T P P K K e K o R R e K P L K e e Cruz el al., 1985 

... PillA (P) Z R L e e G F o K S e R S R Q C K o H R e e • Shon el al., 1998 

... SmlllA (P) Z R e e N G R R G C S S R W e R o H S R e e • West et al., 2002 

... PillA (P) EKRQRL e e G F P K S C R Q C K P H R e e G R Shon et al., 1998a 

... PnlVA (M) e e K v G W T e L L G e S P e Fainzilber et al., 1995 

... PnlVB (M) e C K y G W T e W L G e S P e Fainzilber et al., 1995 

\ji conotoxinas 

'1' PillE (P) H O O E::!IL y G K EJR R Y O G EJs S A S E::!IQ R • Shon et al., 1997 

KM conotoxinas 

KM RIIIK (P) L O S [I]s L . N L R L EJo V O A EJK R N O [I]T · Ferber el al., 2002 

Sin familia asignada 

vx2 W I O P S H Y le e e IG G G EJT o o EJv N EJ Jiang et al. , 2005 



SUPERFAMI LI A P 

Péptidos "espasmódicos" 

t~9a 

gm9a 

(Familia no definida) 

kBtX 

ViTx 

rg11a 

cr conotoxinas 

cr GVIIIA 

aS RVIIIA 

(M) 

(M) 

(V) 

(V) 

(V) 

(P) 

GrctN N slCJQ y H s DlCJy S HICJI 

s~N N S~Q S H S D~A S H~ I 

SUPERFAMI LI A 

e R E G T Y e E N o S Q e e L N 

S R e F p P GI Y e T s y L P e e WG 

e Q A Y G E S e S A V V R e e o p 

SUPERFAMI LI A 

ICJT F R GICJG A V N* 

~T F R G~G A V N 

E e e WG G 

e e S T 

N A V e e Q y P E o A V 

S 

e G H P 

e R N V 

e v T R 

e R H 

e H L 

G Y e R P 

Lirazan et al., 2000 

Miles et al., 2002 

P * Fan et al., 2003 

R I G K 

Kaufersteln et al., 2003 

P A T V L T 

Vianna-Braga et al., 2005 

G EJT R T [JG G O K [JT G T [JT [JT N S S K [JG [JR Y N V H P S G B G G [JA [Js England et al., 1998 

. (P) K [JN F O K [JK G T G V Y N [JG Y S [Js [Jy G L H S [JR [JT Y N I G S M K S G [JA [JI [JT Y Y * 

Teichert et al., 2005 



d) Péptidos sin 

familia asignada 

Con14- G 
Bromosleeper R 
Péptido sleeper G 
GlaMrll 

GlaMRIII 
GlaMrlV 
Bromoheptapéptido 1m 
Mo1659 
gld-V" 
gld-V'" 
mus-V" 
mus-V'" 
QcVIA 
Qc 
Qc 
QclllA 
QclllB 

BeTxla 

BeTxlb 

BeTxlla 
.de13a 

(P) KFLSGGKK'Y VCHRYCAKG AKEFCNCPO* 

(P) W A T O 'Y C 'Y 'Y T C N V T F K T C C G O O G -O W QC V 'Y A C P V 

(P) WF G H 'Y 'Y C T y W L G P C'Y V O O T C C S A S C'Y S K FC G L W 

(M) S C O S 'Y F S S 'Y F C 'Y Q P 'Y 'Y R C S C S T H V C C H L S S S K R O Q 

(M) F C C R T º 'Y V C C 'Y A I K N 

(M) C C T.E 'Y S C C 'Y F O L 

(V) ZCGQAWC 

FHGGSWYRFPWGY 

AOANSl{WS 

AOANSl{WS (estereois6mero de gdl-V*) 

SOANSl{WS (estereois6mero de mus-VOl 

SOANSl{WS 

CMTWNRCL SAQTGN 

(V) 
(V) 
(V) 
(V) 
(V) 
(V) 
(V) 
(V) 
(V) 
(V) 

(V) 

N Q S C O W C G F T C C L P N Y C Q G L T C 
N C P y C V V Y C C P P A Y C E A S G C R P P 

C C R T C F G C T P C C 
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ABREVIATURAS: 

Símbolo de la eseecie asociada a la conotoxina 

A) Piscívoros C) Vermívoros 

c. catus e c. anemone 
c. consors en c. austini 
c. ermineus E c. betulinus 
C. geographus G C. delesserfii 
C.lynceus L C. gladiator 
e. magus M C. imperialis 
C. nigropuncfatus Ng C. monile 
C.obscurus O C.mus 
C. purpurascens P,p C. quercinus 
C. radiatus R C. regius 
C. stercusmuscarum Sm C. spurius . 
C. striatus S C. ventricosus 
C. tulipa T C. virgo 
C. vicforiae Vc 

B) Molusquívoros 

C. amadis Am 
C. aulicus Au, au 
C. episcopatus Ep 
C. gloriamaris Gm,gm 
C. marmoreus Mr 
C.pennaceus Pn 
C. textile Tx, tx 

An 
as 
Be, Bt 
de 
gld 
1m 
Mo 
mus 
Qc 

rg 

Sr 
Vn 
Vi 

Aminoácidos estándar 

A = alanina 
e = cisteína 
D = ácido aspártico 
E = ácido glutámico 
F = fenilalanina 
G = glicina 
H = histidina 
I = isoleucina 
K = lisina 
L = leucina 
M = metionina 
N = asparagina 
P = prolina 
Q = glutamina 
R = arginina 
S = serina 
T = treonina 
V = valina 
W = triptófano 
y = tirosina 

Modificaciones eostraduccionales 

* = extremo carboxilo arnidado 
y = ácido carboxiglutámico 
O = hidroxiprolina 
S,= serina glucosilada 
T. = treonina glucosilada 
W = bromotriptófano 
W. = D-triptófano 
y = sulfotirosina 
V = D-y-hidroxivalina 
Z = ácido piroglutámico 



Apéndice 2 

ESPECIE 

c. ca tus 
C. consors 
C. ermineus 
c. geographus 
C.lynceus 
C. magus 
C. nigropunctatus 
C. obscurus 
c. purpurascens 
C. radiatus 
C. stercusmuscarum 
C. striatus 
C. tulipa 
C. victoriae 

C. amadis 
C. aulicus 
C. episcopatus 
C. gloriamáris 
C. marmoreus 
C.pennaceus 
C. textile 

C. anemone 
C. austini 
C. betulinus 
C. delesserlii 

C. gladiaJor 
C. imperia/is 
C. monile 
C. mus 
C. quercinus 
C. regius 
C. spurius 
C. ventricosus 
C. virgo 

Familias de conotoxinas caracterizadas a la fecha 

TA DG Péptidos sin cisternas P. con dos cisternas 

P IP 
P IP 
P AT 
P IP contulaquina, conantoquina conopresina, contrlfano . 

P IP conantoquina 

P IP 
P IP 
P PA 
P PA contrlfano 

P IP conantoquina contrlfano, bromocontrlfano 
P IP contrlfano 
P IP conopresina 
M IP conantoquina 
P IP 

M IP 
M IP 
M IP 
M IP .-

M IP 
M IP 
M IP 

V IP 
V AT asB 
V IP 
V AT 
V PA 2 y-hidroxiconofanos 

V IP bromoheptapéptido 

V IP 1péptido 
V AT 2 y-hidroxiconofanos 

V IP 
V AT 
V AT conorfamida 
V ME contrlfano 
V AT 

Tipo de alimentación: P=. pisclvoro, M= molusqulvoro: V= vermlvoro 

DG= Distribución geográfica 

IP= Indopacffico 

SUPERFAMILlA 
A T O 

O) 

a O),jlO 
aaA 8 

a O),¡.¡.O 

a O) 

6 
aA 
aA 6,K 

KA 
a,KA O) 

p O) 

a 

6 
a 8 

a 
6 

A. ~ ¡.¡.O 
a 0),1 

8 6,0),y 

a 
'Y (as7a) 

1 

a 

PA= Pacifico americano 

AT= Atlántico americano 

· M P I 

¡.¡. 

KM 

\If 

KM 
¡.¡. 

Espasmódico 

-¡.¡. 

Espasmódico 

Espasmódico 1 

1 
ME= Mediterráneo -

S Fam. no deter. 

cr 1 péptido 

aS Bromosleeper 

3 péptidos 
3 péptidos 
1 péptido 

5 péptidos 
1 péptido 


	Portada
	Contenido
	Resumen
	I. Introducción 
	II. Antecedentes
	III. Estudios Realizados en México
	IV. Objetivos
	VII. Materiales y Métodos
	VIII. Resultados
	IX. Discusión
	X. Conclusiones
	Referencias
	Article in Press
	Secuencias de Aminoácidos de Conopéptidos Repostados en la Literatura

