UNIVERSIDAD DE SONORA

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS Y TECNOLOGICAS

ESTUDIO HISTOLOGICO Y CARACTERIZACION BIOQUIMICA DEL
CONDUCTO VENENOSO DEL CARACOL MARINO Conus perplexus

TESIS PROFESIONAL
QUE PARA OBTENER EL TITULO:

LICENCIADO EN BIOLOGIA
CON OPCION EN BIOTECNOLOGIA

PRESENTA:

VALERIA MIRANDA ARIZMENDI

Hermosillo, Sonora Octubre del 2019



Repositorio Institucional UNISON

“El saber de mis hijos
hara mi grandeza”

[@0Sle)

Excepto si se sefiala otra cosa, la licencia del item se describe como openAccess



FORMATO DE APROBACION

Los miembros del Comité de Tesis designado para revisar la Tesis de Valeria Miranda
Arizmendi la han encontrado satisfactoria y recomiendan que sea aceptada como requisito para

obtener el Titulo de Licenciado en Biologia con Opcién en Biotecnologia

M.C. Erick Jose Ponce Manjarrez
Director de Tesis

Dra. Perla Urquidez Bejarano
Secretario Sinodal

Dr. Roberto Alejandro Arreguin Espinosa de los Monteros
Sinodal

Dr. Miguel Cuevas Cruz
Suplente

Dr. Sergio Agustin Roman Gonzales
Asesor Externo



DEDICATORIA

A mis padres por su apoyo incondicional, por darme el valor y el impulso para salir adelante,

por darme las herramientas para alcanzar mis metas y por siempre motivarme a dar lo mejor de

s

mi.

A mi hermana Pau por ser mi confidente, por su apoyo emocional y por siempre hacerme reir

con sus ocurrencias.

A mis abuelos y tios por su carifio, su apoyo y por siempre creer en mi.

Por este logro y mas estoy eternamente agradecida con ustedes.



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad de Sonora por contribuir a mi formacion como Bidloga con acentuacion en

Biotecnologia.

Al Instituto de Quimica en la UNAM vy al Departamento de Investigaciones Cientificas y
Tecnoldgicas de la Universidad de Sonora (DICTUS) por su apoyo Y disposicion para realizar

mi tesis.

A los miembros de mi comité de tesis, el M.C. Erick Ponce, la Dra. Perla Urquidez, el Dr.
Roberto Arreguin, el Dr. Miguel Cuevas y el Dr. Sergio Roman; por permitirme formar parte
de este proyecto, por su orientacion, tiempo y dedicacion para que todo saliera en tiempo y

forma. Por compartir sus conocimientos y su pasion por la ciencia.

A Valeria Maleny, Dalila, Carolina y Daniela por ser mis compafieras de carrera, de proyecto y

de aventura.

A mis compafieros de laboratorio durante mi estancia en la Instituto de Quimica, por hacer esta

experiencia tan provechosa y a la vez divertida.

A mis amigos de biologia, a mis amistades de regreso en casa y a todos los que acompafiaron

en el camino, por su gran aprecio y sus porras en todo momento.



CONTENIDO

I. INTRODUCCION

Il. ANTECEDENTES

I1.1. Caracterisitcas Generales de los Caracoles Conus

[1.2. Funcién y Anatomia del Aparato Venenoso

11.3. Descripcion Histologica del Conducto Venenoso

I1.4. Veneno del género Conus

I1.4.1. Conotoxinas y Sintesis

11.4.2. Modificaciones Post-traduccionales

11.4.3. Clasificacion de Superfamilias

11.4.4. Blancos Moleculares y Fisiologia

I1.4.5. Actividad Sobre Canales I6nicos Regulados por Voltaje
I1.5. Métodos para la Caracterizacion de Conopéptidos

11.5.1. Cromatografia Liquida de Alto Desempefio de Fase Reversa
11.5.2. Espectrometria de Masas

I1.6. Caracteristicas Biologicas y Clasificacion Taxonomica de Conus perplexus
I11. JUSTIFICACION

IV. HIPOTESIS

V. OBJETIVO

V.1. Objetivo General

V.2. Objetivos Especificos

VI. METODOLOGIA

VI1.1. Caracteristicas de la Zona de Colecta

VI.2. Colecta de Organismos

VI1.3. Diseccién del Aparato Venenoso

VI1.3.1. Analisis Histologico del Conducto

N N o oA N R

10
10
11
12
14
14
15
16
18
19
20
20
20
21
21
22
22
24



V1.4. Extraccion del Veneno y Cuantificacion del Veneno

V1.4. Caracterizacion Bioquimica

VI1.5.1. Fraccionamiento por RP-HPLC

V1.5.2. Espectrometria de Masas por MALDI-TOF
V1.6. Analisis Estadistico

VIl. RESULTADOS

VI1.1. Anélisis Histologico del Conducto

VI11.2. Caracterizacion Bioquimica

VI11.2.1. Fraccionamiento por RP-HPLC

V11.2.2. Cuantifiacion y comparacion de conotoxinas
VI11.2.3. Espectrometria de Masas por MALDI-TOF
VI1I1. DISCUSION

VI111.1. Estudio Histologico

VI11.2. Caracterizacion Bioquimica

VI11.3. Espectrometria de Masas por MALDI-TOF
IX. CONCLUSIONES

X. RECOMENDACIONES

XI. LITERATURA CITADA

XIl. APENDICES

24
25
25
26
27
28
28
30
30
33
36
40
40
41
42
44
45
46
54



Tabla |

LISTA DE TABLAS

Familias farmacoldgicas de conotoxinas (tomada de Kaas, et al.,
2010).

13

Vi



Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6

Figura 7

Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11
Figura 12

Figura 13

Figura 14
Figura 15
Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

LISTA DE FIGURAS

Representacion anatomica del aparato venenoso del género Conus.
Proceso de maduracion de las conotoxinas.

Concha y cuerpo blando de Conus perplexus colectado en Bahia de
Kino, Sonora.

Mapa del area de muestreo en Bahia de Kino, Sonora.
Aparato venenoso extraido de Conus perplexus.

Gradiente de elucion empleado en el fraccionamiento por RP-HPLC.

Micrografias de los cortes histologicos del aparato venenoso de Conus
perplexus.

Cromatograma de la region proximal de Conus perplexus.
Cromatograma de la region media de Conus perplexus.
Cromatograma de la region distal media de Conus perplexus.
Comparacion de los cromatogramas obtenidos por RP-HPLC.

Diagrama de caja del area bajo la curva correspondientes a las regiones
proximal, media y distal.

NMDS de las fracciones individuales obtenidas de las regiones proximal,
media y distal del conducto venenoso de Conus perplexus.

Histograma de frecuencias ANOSIM.
Cluster de similitud obtenido de las tres regiones del aparato venenoso.

Espectro de masas de la region proximal obtenido por MALDI-TOF en
una matriz de CHCA.

Espectro de masas de la region media obtenido por MALDI-TOF en una
matriz de SA.

Espectro de masas de la region proximal obtenido por MALDI-TOF en
una matriz de CHCA.

Comparacion de los espectros de masas de las regiones proximal, media
y distal de Conus perplexus.

17

21

23

26

29

30
31
32
32
33

34

35
35
36

37

38

Vil



RESUMEN

Los gasterdpodos pertenecientes al género Conus son de gran interés en el ambito farmacéutico
debido a que son una novedosa fuente de compuestos bioactivos con gran afinidad por objetivos
moleculares como canales idnicos, receptores acoplados a proteinas G (GPCR) y/o
transportadores de neurotransmisores. Estos organismos producen toxinas de origen peptidico
conocidas como conotoxinas, las cuales son sintetizadas en un aparato venenoso que consta de
un bulbo, un conducto venenoso y un saco radular. Mdltiples autores establecen que la sintesis
de estos compuestos se lleva a cabo en el conducto venenoso, sin embargo, se han reportado
diferencias tanto a nivel tisular como peptidico en cuanto a la relacion masa/carga de los
péptidos presentes en diferentes regiones del conducto venenoso. Por lo tanto el objetivo de este
trabajo fue determinar las diferencias bioquimicas vy tisulares de la region proximal, media y
distal del conducto venoso de Conus perplexus. Se colectaron 25 organismos en Bahia de Kino,
Sonora, estos fueron disectados para extraer el aparato venenoso. Para determinar si existian
diferencias entre las regiones del conducto venenoso se realizaron técnicas histologicas,
cromatografia liquida de alto desempefio de fase reversa (RP-HPLC por sus siglas en ingles) y
espectrometria de masas MALDI-TOF. Los andlisis histologicos de las tres regiones del
conducto venenoso indicaron que hay variaciones respecto a la abundancia de granulos de
veneno a lo largo de esta estructura. Los resultados indicaron diferencias bioquimicas en los
componentes extraidos en las tres regiones; asi mismo por espectrometria se detectaron péptidos
presuntivos con masas disintas en cada region. Los resultados obtenidos mostraron una clara
diferenciacion entre las tres regiones estudiadas, lo que puede ser evidencia de la sintesis asi
como del proceso al se ven sometidas las conotoxinas antes de estar completamente maduras y

listas para ser inyectadas.
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I. INTRODUCCION

Actualmente una cantidad considerable de medicamentos se ha desarrollado a partir de
productos naturales (Newman et al., 2003) entre los compuestos bioactivos se encuentra el
veneno que diversos organismos son capaces de producir e inyectar gracias al desarrollo de
organos especializados involucrados en estos dos procesos. Entre los organismos venenosos de
habitat terrestre que han sido estudiados, destacan las serpientes y escorpiones; mientras que en
en el ambiente marino se encuetran algunas especies de medusas y de caracoles que son capaces
de producir sustancias toxicas de origen peptidico, las cuales actian sobre diferentes blancos
fisiologicos (Utkin, 2015).

El género Conus pertenece a un grupo de gasteropodos marinos con habitos depredadores,
cuenta con aproximadamente 800 especies y esta distribuido ampliamente en zonas
intermareales de las regiones tropicales (Paredes et al., 2010; Puillandre et al., 2014). Estos
organismos son de movimiento lento en comparacion a la fauna presente en su ambiente natural,
sin embargo, cuentan con estrategias de caza altamente sofisticadas, como la produccion de
péptidos toxicos, utilizados como mecanismo de defensa y para la captura de presas (Kohn et
al., 1960; Olivera et al., 1985). En organismos del género Conus el responsable de la sintesis,
almacenamiento y liberacion es un aparato venenoso altamente sofisticado; el veneno se
compone de una mezcla de compleja compuestos cominmente conocidos como conotoxinas o

conopéptidos (Olivera, 2002).

El aparato venenoso consta de un ducto tubular, en donde el veneno es producido y
después liberado por la probdscide con ayuda de movimientos de contraccion muscular de un
bulbo ubicado en la parte basal del conducto (Olivera, 2002). La probdscide contiene a su vez
un diente radular que es utilizado como arpdn para inyectar el veneno en la presa, una vez que

el veneno es liberado, ésta queda inmovilizada y puede ser engullida (Kohn et al., 1960).

Cabe desatacar que el veneno producido por estos organismos esta conformado por un

coctel de toxinas de gran diversidad que se produce como respuesta adaptativa a las diferentes



interacciones bioticas a las que estan sometidos estos organismos. Otro factor importante que
influye en la composicion del veneno es el tipo de presa, ya que su dieta general se divide en
tres grandes dietas y que se componen de peces, gusanos y moluscos (Halai y Craik, 2009;
Miljanich, 2004).

Por otro lado, los caracoles Conus han sido atractivos para formar parte de colecciones
debido a los bellos y distinguidos patrones de sus conchas, sin embargo, fue hasta los primeros
casos de envenenamiento humano reportados en 1848 que captaron la atencion de los
investigadores en neurociencias (Hermitte, 1946). A partir de los afios sesenta comenzaron a
realizarse diferentes estudios en los cuales se reconocid a las toxinas del género Conus como
una fuente novedosa de compuestos bioactivos con aplicaciones farmacoldgicas; al mismo
tiempo se empezd a determinar su uso potencial en el tratamiento de trastornos neurologicos
(Olivera et al., 1985; Olivera et al., 1990).

Los péptidos presentes en las conotoxinas han resultado de gran interés en el ambito
bioguimico y farmaceutico, debido a que varias investigaciones han determinado que tienen una
elevada selectividad hacia objetivos moleculares caracteristicos como los canales ionicos,
receptores acoplados a proteinas G (GPCR) y/o transportadores de neurotransmisores (Lewis et
al., 2012); debido a la actividad de las conotoxinas se han producido farmacos y productos
terapéuticos que han contribuido en incremento de esfuerzos para identificar y caracterizar

nuevas conotoxinas (Norton y Olivera, 2006).

Las conotoxinas se clasifican en tres categorias dependiendo de la superfamilia de genes
a la que pertenecen, asi como a su marco de cisteinas o a la familia farmacologica, basada en el
blanco receptor y el tipo de interaccion (Puillandre et al., 2012; Robinson y Norton, 2014). Asi
mismo, la categorizacion en superfamilias hace posible una comparacion superficial y rapida
entre toxinas ya conocidas, lo que resulta de gran ayuda para hacer inferencias sobre su posible
bioactividad (Robinson y Norton, 2014).

Investigaciones realizadas en organismos del genero Conus con el objetivo de describir
los tejidos por medio de técnicas histoldgicas han proporcionado informacion relacionada con

las caracteristicas estructurales que componen la anatomia de las diferentes regiones del aparato



venenoso, asi como el papel que desempefian dichos elementos en la produccién y maduracion
de los componentes peptidicos. Diversos estudios proponen la diferenciacion de tres regiones a
lo largo del conducto venenoso, las cuales son responsables de la sintesis y del transporte de
toxinas, asi como su ensamblaje en granulos proteinicos presentes en células epiteliales
(Marshall et al., 2002).

Por lo anterior, el objetivo de este estudio fue determinar la estructura anatémica de tres
regiones del conducto venenoso, la presencia de material granular de origien peptidico y la

composicién bioquimica de las toxinas que constituyen del veneno de Conus perplexus.



Il. ANTECEDENTES

I1.1. Caracteristicas Generales de los Caracoles Conus

Los gasteropodos conforman una de las clases mas abundantes del Phylum mollusca
(Castillo-Rodriguez, 2014), con aproximadamente 4,000 especies vivas, algunos de estos
organismos utilizan el veneno como mecanismo principal para la captura de sus presas, las
especies venenosas se encuentran dentro de la superfamilia Conoidea (Kohn, 1998; Puillandre
et al., 2008), que se compone de tres familias: Terebridae, Turridae y Conidae, las cuales se
diferencian por sus caracteristicas morfologicas (Kohn, 1998).

Existen alrededor de 800 especies del genero Conus registradas actualmente (Puillandre
et al., 2014). Estos organismos cuentan con una amplia distribucién en las zonas tropicales y
subtropicales. Se pueden encontrar desde la zona intermareal hasta profundidades cercanas a
1,000 metros (Paredes et al., 2010). La gran variedad de conchas y los patrones que estas
presentan han resultado atractivas para diferentes culturas, sin embargo, otro aspecto que generd
un gran interés en el campo de la investigacion fueron los diferentes efectos causantes de la

muerte en los humanos (Cruz y White, 1995; Olivera et al., 1990).

A lo largo de 50 millones de afios, estos organismos han evolucionado en tres grupos, los
cuales se especializaron en el consumo de diferentes tipos de presas: piscivoros, vermivoros y
molusquivoros. Esta especializacion dio lugar a la diversificacion de distintos linajes y a un
sofisticado aparato venenoso, responsable de la produccion de una mezcla de toxinas peptidicas
denominadas conotoxinas, las cuales son utilizadas para atrapar a sus presas (Duda et al., 2001;
J. Kohn et al., 1960; Olivera et al., 1985).



I1.2. Funcion y Anatomia del Aparato Venenoso

La estructura que facilita la alimentacién de estos gaster6podos es el aparato venenoso, el
cual es capaz de realizar la sintesis de toxinas (constituidas por componentes peptidicos) que
son usadas para someter a sus presas 0 como mecanismo de defensa (Taylor et al., 1993; Kohn,
1990; Puillandre y Holford, 2010).

El proceso de caza comienza cuando la presa es detectada por medio de sefiales quimicas
(Spengler y Kohn, 1995), posteriormente la probdscide se extiende en direccion a la presa, se
coloca un diente radular cerca de la punta de la probocide y es accionado por un esfinter, cuando
el diente se conecta con la presa se inserta y libera el veneno (Greene y Kohn, 1989).

La anatomia del aparato venenoso (Figura 1) es compleja y se encuentra relacionada con
las regiones anteriores del tracto digestivo (Halstead, 1988). Esta conformado por tres
estructuras principales: bulbo, conducto venenoso y radula; el bulbo, tiene como funcion
impulsar la toxina a lo largo de un conducto venoso; sin embargo, algunos autores argumentan

que en esta region también se realiza la biosintesis de toxinas (Safavi-Hemami et al., 2010).

Diversos autores postulan que el conducto venenoso es responsable de la produccion de
toxinas; mientras que el saco radular esta relacionado con la formacidn de dientes radulares, uno
de los cuales se encuentra precargado de toxinas y se ubica en la probdscide que efectla la
inyeccion de toxina al momento de atacar a la presa (Marshall et al., 2002; Brusca y Brusca,
2006).



Bulb
Esofago o

Conducto venenoso
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Arpon
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Figura 1. Representacion anatémica del aparato venenoso del género Conus. Fuente: Halai y
Craik (2009).

Cabe destacar que la radula de los gasterépodos suele estar conformada por filas de dientes
de un material quitinoso, sin embargo, en el caso de los caracoles Conus los dientes radulares
no se encuentran unidos y presentan una forma de aguja hipodérmica que se utiliza para inyectar

el veneno y paralizar a la presa (Spengler y Kohn, 1995).

11.3. Descripcion Histoldgica del Conducto Venenoso

Estudios histoldgicos realizados por autores como Marshall et al., (2002) han aportado
informacion de gran importancia para entender mejor las correlaciones anatémicas del aparato
venenoso de caracoles Conus Y la produccion del veneno, mediante los cuales se ha descrito la

presencia de material granular en lumen del conducto, asi como dentro del saco radular.



El epitelio del conducto venenoso de diferentes especies del genero Conus presenta
caracteristicas distintivas, por ejemplo en el caso de Conus californicus, Marshall et al., (2002)
describen un epitelio complejo en la parte posterior, que se relaciona con el transporte activo en
lugar de la secrecion; en la porcién distal se detalla un tipo de epitelio diferente que sugiere una
funcién en la secrecion holocrina y ademéas se describen al menos dos tipos de granulos

intracelulares de gran tamafio, uno de los cuales llena el lumen del conducto.

Por otro lado estudios realizados por Safavi-Hemami et al., (2010) inidican que una de la
principales funciones del bulbo es realizar movimientos peristalticos para impulsar las toxinas
a lo largo del conducto, aunque también presentan una produccion de toxinas a un nivel muy
bajo. Esta caracteristica tambien ha sido descrita por Hermitte (1946) quien basado en estudios
histolégicos indico que el bulbo presenta un epitelio columnar de tipo granular o escamoso

simple con células que podrian estar especializadas para procesos de secrecion.

De acuerdo a Halstead (1988) la produccién y aplicacion del veneno de los caracoles
Conus consta de tres pasos generales: el primero involucra la sintesis, procesamiento y
empaquetamiento de los péptidos que conforman las toxinas; el segundo consiste en la
generacion y almacenamiento de los dientes radulares, asi como la transferencia de uno de estos
a la punta de la proboscide y el tercero es el paso de la insercion del veneno mediante la

expulsion por el diente radular.

11.4. Veneno del Género Conus

1.4.1. Conotoxinas y Sintesis

Diversos casos de envenenamiento humano provocado por caracoles Conus piscivoros

motivaron el estudio de estos organismos, asi como de su veneno (Flecker, 1936) y fue durante



la década de los ochenta que llevo al descubrimiento de la omegaconotoxina MVIIA aislada de
Conus magus, esta toxina bloquea selectivamente los canales de calcio tipo N (Olivera et al.,
1985) y fue aprobada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) en 2004
como tratamiento para el dolor crénico severo (Miljanich, 2004)

Décadas de investigacion bioquimica y farmacoldgica de los caracoles Conus han dado
lugar al descubrimiento de una gran variedad de péptidos biol6gicamente activos, los cuales
tienen un efecto sobre las neurotransmisiones y que actan sobre estructuras nerviosas tales
como los receptores y transportadores de canales idnicos activados por voltaje y ligando (Norton
y Olivera, 2006; Olivera y Teichert, 2007; Terlau y Olivera, 2004).

Cada especie del género Conus contiene entre 50-200 pequefios péptidos de veneno
altamente estructurados, los cuales pueden estar conformados generalmente por un total de 12
a 30 aminoacidos (Terlau y Olivera, 2004). Diferentes investigaciones enfocadas en estos
péptidos ricos en puentes disulfuro, denominados conotoxinas o conopéptidos han mostrado un
alto potencial farmacéutico (Lopez-Vera., 2007; Olivera, 2006). Una de las primeras
conotoxinas aprobadas para uso farmacéutico fue el Ziconotida, comercialmente conocida como
Prialt. Esta sustancia, fue descubierta y producida a partir de un péptido sintetizado por Conus
magus perteneciente a la clase ® —MVIIA, esta conotoxina asi como otras pertenecientes a la
superfamilia O actla sobre los canales de Ca?*y tiene una gran especificidad para el canal de
calcio tipo N Cav2.2 (Olivera, 2006), por lo que es empelada en el tratamiento de dolor cronico

en pacientes con cancer y VIH (Miljanich, 2004).

Las conotoxinas son transcritas a partir de RNAm, los cuales son traducidos en
precursores de proteinas y a su vez, divididos y sometidos a varias etapas de maduracion hasta
obtener un conopéptido final (Kaas et al., 2010) como se ilustra en la figura 2. Por otro lado, los
conopéptidos son traducidos como prepropéptidos, que constan de tres dominios generales,
posteriormente separados proteoliticamente en sitios especificos para producir la toxina madura,
a) la region N-terminal de las secuencias precursoras contiene una secuencia sefial altamente
conservada que cuenta aproximadamente con 20 aminoacidos, y se considera responsable de

dirigir al péptido precursor a la via secretora celular; b) la region intermedia (“propéptido”,



conformado por entre 20 y 40 aminoé&cidos) que participa en la maduracién de la conotoxina y
es removida posteriormente antes de la secrecion del péptido maduro; y c) la region C-terminal
(que contiene una secuencia de entre 10 a 40 amino&cidos) caracteristicamente hipervariable
que es representativa de una toxina madura (Baldomero y Olivera, 1997; Halai y Craik, 2009;
Olivera, 2000; Woodward et al., 1990).

l Transcripcion

Precursor de dcidos nucleicos (ARNm)
[ ——— | e

lTraduccio'n
Precursor proleico

.
\Iadurac:dn

Ooeni = e

@ ' E nvenenamiento de la presa
S “"h o

Rcccplor membranal,
/ canal iénico o
- transportador

Figura 2. Proceso de maduracion de las conotoxinas. Fuente: Kaas et al. (2010).



11.4.2. Modificaciones Post-traduccionales

Una de las principales atribuciones del éxito de los caracoles Conus como depredadores
se debe a su habilidad para generar péptidos nuevos de manera muy rapida, dicha variedad puede
deberse a sus adaptaciones a las diferentes interacciones bidticas a las que son expuestos (Kohn
et al., 1960; Olivera, 2002). La variacion de los péptidos se realiza mediante modificaciones
post-traduccionales que ocurren en una frecuencia particularmente alta que consisten en
cambios quimicos o estructurales realizados a los aminoécidos que no estan codificados
directamente en genes correspondientes a un péptido (Craig et al., 1999), a su vez se cree que
multiples conotoxinas son inyectadas simultaneamente para lograr el efecto fisioldgico buscado,
lo cual podria explicar el amplio repertorio de toxinas presentes en estos organismos, las cuales
ascienden aproximadamente a 2,500 conopéptidos descritos hasta la fecha (Terlau y Olivera,
2004).

Segun Terlau y Olivera (2004) los cambios de un solo aminoacido asi sea en las regiones
hipervariables pueden producir una estructura con los mismos dobleces (debido a que el marco
de cisteinas se conserva) pero puede presentar una selectividad a diferentes subtipos receptores.
El mecanismo de accion por el cual este tipo de modificaciones ocurre, puede deberse a que la
region propéptido ha desarrollado sitos especificos para que enzimas de modificaciones
postraduccionales se unan y modifiqguen aminoacidos estandares mediante la adicion de
diferentes grupos funcionales. Se tiene identificada una amplia gama de enzimas responsables
de estas modificaciones, entre ellas se encuentra una disulfuro isomerasa, encargada de la
formacidn de puentes disulfuro, una monooxigenasa, responsable de la amidacion del extremo
C-terminales, una hidroxilasa de prolina y una y-glutamato carboxilasa, entre otras (Buczek et
al., 2005; Bulaj, 2005).

11.4.3. Clasificacion de Superfamilias

Las toxinas pueden clasificarse en dos grupos principales, las ricas en puentes disulfuro

y las pobres en puentes disulfuro (que por ende cuentan con uno o ningan enlace disulfuro); con
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base a esto se dividen en seis grupos con propiedades caracteristicas, las ricas en disulfuro son
los conocidas cominmente como conotoxinas, las cuales estan conformados por péptidos en un

rango de entre 12 y 33 aminoacidos (Halai y Craik, 2009).

Por otro lado, la disposicidn de las cisteinas en la secuencia primaria de aminoéacidos se
encuentra restringida a solo algunos patrones caracteristicos, en general cada uno de estos
patrones es correspondiente a una conectividad de puentes disulfuro especifica; este patron se
usa como diagnostico para la organizacion en superfamilias de genes que codifican a un péptido
y que en muchos casos puede ser representativo del blanco farmacolégico, motivo por el cual la
secuencia conservada del péptido precursor y el arreglo de las cisteinas en el péptido maduro
son factores de suma importancia para categorizacion de las conotoxinas (Kaas et al., 2007;
Olivera y Teichert, 2007; Terlau y Olivera, 2004; Woodward et al., 1990).

La nomenclatura utilizada actualmente para la clasificacion de toxinas fue propuesta por
Cruz et al, (1958), ésta categoriza las toxinas en superfamilias basadas en su secuencia y
homologia de su marco, asi como la actividad farmacoldgica, a partir de los blancos con los que
interactlan y de esa manera sentar las bases de la clasificacion que integra un total del 27

superfamilias génicas distintas ( Kaas et al., 2010).

11.4.4. Blancos Moleculares y Fisiologia

El término “toxina cabal” ha sido empleado para describir el proceso mediante el cual
actGan un conjunto de conopéptidos en coordinacion para obtener el mismo efecto final. En
especies como Conus purpurascens se han encontrado dos toxinas que presentan un efecto

separado tanto en tiempo como espacio (Terlau y Olivera, 2004; Terlau et al., 1996).

El primer se denomina “lightning-strike cabal” y genera una inmovilizacién inmediata
sobre la presa, a través de la inteccion de componentes peptidicos que inhiben la inactivacion
del canal de Na* dependiente de voltaje y que bloguean canales de K* dependiente de voltaje,

mecanismo que en conjunto resulta en la despolarizacion masiva de axones préximos al lugar
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de la inyeccion del veneno, a partir de esto se genera un efecto parecido a la electrocucién en

las presas inmediatamente después de la inyeccion (Terlau y Olivera, 2004; Terlau et al., 1996).

El segundo efecto fisiol6gico ocurre de una manera mas lenta, y genera la inhibicidn total
de la transmisidén neuromuscular, este fenémeno se lleva a cabo por conopéptidos denominados
“motor cabal”, los cuales actian en sitios lejanos al sitio de inyeccion; el “motor cabal” contiene
péptidos que inhiben los canales de Ca®* dependientes de voltaje localizados en las terminales
presinapticas que controlan la liberacion de neurotransmisores, receptores nicotinicos
postsinapticos y canales de Na* implicados en el potencial de accién muscular (Terlau y Olivera,
2004).

11.4.5. Actividad Sobre Canales 16nicos Regulados por Voltaje

Analisis bioquimicos han demostrado que las toxinas de los caracoles Conus constan de
pequefios péptidos activos comprimidos que actian sobre un amplio rango de blancos
moleculares (Tabla 1), dichos blancos incluyen canales idnicos dependientes de voltaje y
dependientes de ligando, asi como, receptores acoplados a proteinas G (Cruz et al., 1985;
Olivera et al., 1985). Un ejemplo caracteristico de estos blancos es el efecto analgésico que
produce la ® -conotoxina MVIIA al apuntar a canales de calcio dependientes de voltaje que

causan una interferencia en la transmision de sefiales responsables del dolor (Miljanich, 2004).
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Tabla I.- Familias farmacoldgicas de conotoxinas. Fuente: Kaas et al. (2010).

Familia No. .
i ] Superfamilia L Grupo )
farmacol6- Receptor de membrana Conotoxinas . Marco de cisteinas ) ) Referencia
) génica dietario
gica maduras
a (Alfa) Receptores nAChR 55 A D L MS LILHLIV, VI XIV, XX P, V,M (Gray et al., 1981)
. (Chi) Transportador de noradrenalina neuronal 4 T X M (Sharpe et al., 2001)
d (Delta) Canales de Na* dependientes de voltaje 18 01 VIIVII P, M (Fainzilber et al.,
1991)
¢ (Epsilon)  Canales presinapticos de Ca?* o proteina 1 T \Y M (Rigby et al., 1999)
G acoplado
v (Gamma) Corrientes catidnicas 4 01, 02 VIVII V,M (Fainzilber et al.,
1991)
1 (Iota) Canales de Na* dependientes de voltaje 2 11, M 1, Xl P,V (Buczek et al., 2007)
K (Kappa) Canales de K* activados por voltaje 8 A 12, ), M, I, v, VI/VIL X1 XIV P,V (Terlau et al., 1996)
01
u (Mu) Canales de Na* dependientes de voltaje 23 M, 01, T 1L, 1v, v, VI/VII P,V,M (Cruz et al., 1985)
® (Omega) Canales de Ca* regulados por voltaje 31 o1 VIIVII P,V,M (Kerr y Yoshikami,
1984)
p (Rho) Adenoceptores alfa 1 (GPCR) 1 A | P (Sharpe et al., 2001)
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Los canales i6nicos activados por voltaje tienen funciones fisioldgicas de suma
importancia, entre ellas la generacion, configuracion y transduccion de sefiales eléctricas de las
células, éstos se encuentran compuestos por una subunidad principal que forma los poros y que
a su vez contiene cuatro dominios homélogos (canales Na* y Ca* activados por voltaje) o cuatro
subunidades distintas, en el caso de los canales de K" activados por voltaje las subunidades
interactian con subunidades auxiliares que no forman parte de la configuracion del poro (que a
su vez pueden alterar las propiedades de la subunidad) para generar cambios conformacionales
tras ser activados (lo cual resulta en la permeacion selectiva de cationes a través del poro del
canal), ademas en el estado abierto de los canales idnicos pueden inactivarse mediante cambios
conformacionales adicionales, para ingresar a un estado no conductor o a una desactivacion y

asi regresar a un estado cerrado (Terlau y Olivera, 2004).

Existen tres familias diferentes de conotoxinas que son conocidas por su efecto sobre los
canales de Na" dependientes de voltaje: las p-conotoxinas que bloquean los canales, las pO-
conotoxinas que inhiben la conductancia del canal de Na* y las §-conotoxinas que retrasan o
inhiben una inactivacion rapida; la omega-conotoxina GVIA es una de las conotoxinas que
bloquean canales de Ca?* dependientes de voltaje, y es de las mas utilizadas en el campo de la
neurociencia como una herramienta farmacoldgica para inhibir la trasmision sindptica (Terlau
y Olivera, 2004).

I1.5. Métodos Para la Caracterizacién de Conopéptidos

11.5.1. Cromatografia Liquida de Alto Desempefio de Fase Reversa

La cromatografia liquida de alto desempefio de fase reversa (RP-HPLC por sus siglas en

ingles) es un método comunmente utilizado para el analisis y purificacion de péptidos y
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proteinas, mediante esta técnica se puede observar en gran resolucion de sustancias
estrechamente relacionadas y estructuralmente dispares en una gran variedad de condiciones
cromatogréficas (Regnier y Gooding, 1990). El sistema RP-HPLC consiste en un absorbente n-
alquilsilicico mediante el cual se eluyen péptidos y proteinas en un gradiente de concentracion
creciente de un disolvente organico que puede ser acetonitrilo, el cual contiene un modificador

ionico, por ejemplo, &cido trifluoroacético (Aguilar y Hearn, 1996).

El mecanismo por el cual los diferentes solutos peptidicos y proteicos son retenidos
depende de la interaccion hidrofoba del péptido a través de una fase movil polar y la adsorcion
que esta presenta sobre un sobrenadante no polar; en estas condiciones los componentes se
retienen en diferentes grados, dependiendo su hidrofobicidad intrinseca, la eluotropicidad de la
fase movil y la naturaleza de los ligandos solventes (Wilce et al., 1993).

La retencion cromatogréfica en términos de afinidad y cinética de la interaccion, se
encuentra determinada por la composicion molecular de las regiones de contacto especificas, se
ha comprobado que la region de contacto para péptidos pequefios implica la contribucién de
toda o una gran proporcion de la superficie molecular del soluto, lo que resulta en tiempos de
retencion cortos que se pueden predecir con los coeficientes de retencion para todos los residuos
de aminoacidos constituyentes. Los componentes separados pueden someterse directamente a
analisis posteriores tales como la secuenciacion automatica de Edman o la espectrometria de
masas con electrospray, pero para lograr la purificacion de péptidos derivados sintéticamente,
el producto crudo es separado tipicamente a una escala analitica donde se evalta la complejidad
de la mezcla (Aguilar y Hearn, 1996; Guo et al., 1986; Wilce et al., 1993).

11.5.2. Espectrometria de masas

Un espectrometro de masas es en un instrumento que mide la relacion masa/carga (m/z)
de iones en condiciones de vacio y a partir de los datos obtenidos en este equipo se pueden
determinar las masas moleculares con alto grado de precision, lo que permite determinar la

composicion molecular de analitos dados.
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Los espectrometros de masas cuentan con tres componentes principales: una fuente de
iones, un analizador de masas y un detector de iones; la fuente de ionizacién tiene la funcién de
convertir el analito en iones de fase gaseosa en vacio, los iones posteriormente son acelerados
en un campo eléctrico hacia el analizador, que se encarga de separar de acuerdo a las relaciones
m/z en camino al detector, por Gltimo el detector registra el impacto de los iones de manera
individual. El mapeo de péptidos, conocido también como la huella dactilar de péptidos (PMF)
hace alusion a la identificacion de proteinas mediante la utilizacion de datos de masas peptidicas
intactas. Este método se basa en que cada proteina puede ser identificada de forma Unica por las
masas que presentan los péptidos que la constituyen, consecuentemente diferentes algoritmos
han sido desarrollados para permitir la busqueda en bases de datos acerca de los datos obtenidos
sobre la masa de péeptidos (Twyman, 2004).

11.6. Caracteristicas Bioldgicas y Clasificacion Taxonomica de Conus perplexus

La especie Conus perplexus presenta una morfologia conica invertida con longitud
méxima de 28.5 mm y didmetro 16.6 mm (Figura 3), las espiras son cortas con suturas
ligeramente cdncavas, cuenta con una vuelta que termina en un hombro subcarinado, una
abertura con profundo seno posterior y un amplio canal exterior que se encuentra excavado
dorsalmente a la izquierda y un labio externo liso delgado, por el cual se translucen las manchas
de la concha, la vuelta corporal es lisa pero presenta costillas espirales anchas en el tercio
anterior, las cuales son separadas por surcos que alcanzan el labio interno. La concha presenta
un color blanquecino con ligeras tonalidades violeta y numerosas hileras en forma de espiral de
manchas cuadradas y rectangulares con colores oscuros pardos, asi como manchas grandes e
irregulares del mismo color en la parte baja de los hombros y vueltas de la espira, con un color
violeta oscuro o claro en la parte interior de la abertura y periostraco liso color café claro. Esta
especie se distribuye desde Bahia Magdalena en Baja California, a lo largo del Golfo de

California, hasta El Rubio Tumbes en Per( y habita en regiones infralitorales con fondo de arena
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gruesa, de los 36 a los 73 metros de profundidad (Keen, 1971; Paredes et al., 1999; Skoglund,
2002; Cruz, 1992; Shasky, 1997; Alamo y Valdivieso., 1987; Rivadeneira y Arias, 1999; Finet,
1985).

A continuacion se presenta la clasificacion taxondémica de la especie:

Reino: Animalia
Phylum: Mollusca
Clase: Gasteropoda
Subclase: Caenogastropoda
Orden: Neogastropoda
Superfamilia: Conoidea
Familia: Conidae

Género: Conus

Especie: C. perplexus

Figura 3. Concha y cuerpo blando de Conus perplexus colectado en Bahia de Kino, Sonora.
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I11. JUSTIFICACION

La estructura del aparato venenoso del genero Conus es conocida de manera general y
multiples autores afirman que la sintesis de las toxinas ocurre en el conducto, estudios
histologicos reportan diferencias en cuanto al material granular de origen peptidico y tejido
epitelial en diferentes regiones del conducto venenoso. Por lo que dividir el conducto venenoso
de Conus perplexus en regiones y estudiarlo a detalle desde el punto de vista histologico, asi
como de sus caracteristicas bioquimicas aportara informacion acerca de sus componenetes, de

la posible sintesis y maduracion de toxinas a lo largo de esta estructura.
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IV. HIPOTESIS

Diversos autores postulan la presencia de granulos péptidos encontrados en diferentes de
regiones del aparto venenoso, por lo tanto al analizar los componentes histolégicos de Conus
perplexus, se determinard una presencia y abundancia de granulos proteinicos diferentes a lo
largo del conducto venenoso, asi como una variacion en los componentes peptidicos de las

conotoxinas.
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V. OBJETIVO

V.1. Objetivo General

Analizar los componentes histoldgicos de los tejidos de la region proximal, media y distal
del conducto venenoso de Conus perplexus para determinar la ubicacion de granulos peptidicos

y comparar las conotoxinas presentes en el veneno.

V.2. Objetivos Especificos

e Analizar los componentes histologicos de la regién proximal, media y distal del

conducto venenoso de Conus perplexus.

e Determinar el perfil cromatografico de las conotoxinas presentes en el veneno de las
diferentes regiones del conducto venenoso.

e Determinar si existen diferencias en el area bajo la curva y tiempo de retencion de los
perfiles cromatogréaficos de la region proximal, media y distal.

e Comprar las diferencias en relacion masa/carga de péptidos presuntivos encontrados en

las regiones proximal, media y distal del conducto venenoso.

20



VI. METODOLOGIA

VI1.1. Caracteristicas de la Zona de Colecta

Bahia de Kino esta situada en la costa del Mar de Cortés, en el centro del litoral sonorense.
Cuenta con un tipo de playa arenosa y plana de arena blanca, dentro de la bahia la elevacion de
la marea es del orden de los 2 metros. La temperatura promedio en enero en Bahia de Kino es
de 16 °C y en julio de 32 °C (SEMARNAT, 2006). Con base en la clasificacién de Képpen
modificada por Garcia (SEMARNAT, 2006) se clasifica como muy arido. El area de estudio
comprende la region marina costera de Bahia de Kino se encuentra en un rango latitudinal de
28.7896° y una longitud de -111.9148° (Figura 4).

5w stew 105w

Figura 4. Mapa del area de muestreo en Bahia de Kino, Sonora (el punto rojo indica la zona de

colecta).
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V1.2. Colecta de Organismos

Se colectaron 25 organismos de la especie Conus perplexus en el area intermareal superior
de la zona sur de Bahia de Kino, Sonora, México (Figura 4). La colecta se realizé durante la
mareas vivas bajas el dia 29 de marzo del 2019; los organismos que quedaron decubiertos por
la marea se colectaron de manera manual, de los organismos colectados, cinco se mantuvieron
vivos para los andlisis histoldgicos, el resto de las muestras de C. perplexus fueron colocados
en bolsas (previamente etiquetadas para facilitar su identificacion) y transportadas por tierra en
hieleras al Laboratorio de Ecologia Marina del Departamento de Investigaciones Cientificas y
Tecnologicas de la Universidad de Sonora (DICTUS).

V1.3. Diseccién del Aparato Venenoso

El cuerpo blando de los organismos se extrajero con ayuda de una aguja de diseccion, una
vez extraido se colocé en cajas petri y se disectd. Se extrajo el aparato venenoso Yy el conducto
venenoso el cual fue seccionado en tres partes iguales correspondientes a la region proximal,
media y distal, a partir de la ubicacién del bulbo (Figura 5). Los cortes obtenidos de las

diferentes regiones fueron separados y colocados en tubos eppendorf para analisis posteriores.
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Figura 5.- Aparato venenoso extraido de Conus perplexus (Bu= Bulbo; Cdp= Conducto
proximal, azul; Cdm= Conducto medio, verde; Cdd= conducto distal, naranja; Rd= Radula).
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V1.3.1. Analisis Histoldgico del Conducto

Se analizaron un total de 5 organismos, estos fueron sacrificados y disectados para extraer
el aparato venenoso, las muestras fueron fijados en solucién Davidson (alcohol 95%,
formaldehido, acido acético y agua) para evitar la descomposicion de los tejidos. El conducto
Venenoso se secciono en tres partes: regién proximal, regién media y regién distal, las cuales
fueron sometidas a un proceso de deshidratacion con alcohol etilico en distintas concentraciones
sucesivas (70, 80, 90 y 100%) para proceder a la aclaracion con xileno (Marshall et al., 2002).
Posteriormente se realizo la inclusion en parafina y se realizaron los cortes de las muestras con
un grosor de 5 um para lo cual se utilizd un microtomo de rotacion y fueron tefiidos con azul de
toluidina (Gorrostieta-Hurtado et al., 2013). Las preparaciones se montaron en resina sintética
con el fin de ser observadas al microscopio Optico marca Carl Zeiss acoplado a una camara
digital de 3.2 megapixels AxioCam ICcl, Axioscope, las micrografias se obtuvieron utilizando
el Software AxioVision Relese 4.8.2 SP2 (06-2012) y fueron comparadas con la descripcion

histolégica disponible en la literatura para el género Conus.

V1.4. Extraccion y Cuantificacion del Veneno

La extraccion se realizé6 mediante la trituracion de cada region del conducto venenoso
por separado en un mortero con ayuda de nitrogeno liquido y hielo seco, se utiliz6 agua

desionizada como solvente para resuspender la muestra, el extracto obtenido se coloco en tubos
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eppendorf y fueron centrifugados a 14,000 rpm por 10 minutos a 4°C. El sobrenandante se
colecto y se transfirio a tubos eppendorf (previamente pesados y secados) en un concentrador al
vacio (SpeedVac Savant 1SS110). Por diferencia de pesos se determind el peso del veneno,
posteriormente se agreg6 1ml de agua desionizada por cada miligramo de muestra.

La cuantificacion de la concentracién de proteinas se realizd con ayuda de un
espectrofotometro de microvolimenes (BioSpec nano) a una longitud de onda de 280 nm.
Adicionalmente, se realizé un barrido espectral dentro del rango del ultavioleta ( 220-320 nm)
para verificar los maximos de absorcion caracteristicos de las proteinas (220 y 280 nm).
Finalmente, la concentracién de proteina de las 3 regiones se ajusto a un valor 1 mg/mL para

pruebas posteriores.

V1.5. Caracterizacion Bioquimica

V1.5.1. Fraccionamiento por RP-HPLC

Las conotoxinas presentes en las muestras de cada region fueron separadas mediante RP-
HPLC con una columna C18, se inyectaron 40ul de cada region por corrida a un flujo de 1
ml/min, las soluciones empleadas fueron 100% agua al 0.1% de TFA (solucion A) por los
primeros 10 minutos y acetonitrilo al 0.1% de TFA (solucién B) en un gradiente lineal de 0 a
60% en 60 minutos (Figura 6). La deteccion de péptidos se realizé a las longitudes de onda de
220 a 280 nm.
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Figura 6. Gradiente de elucion empleado en el fraccionamiento por RP-HPLC.

VI11.5.2. Espectrometria de Masas por MALDI-TOF

Se analizdé 1 pg de cada muestra para la obtencion de la relacion masa carga de los
péptidos presentes en las diferentes regiones. Se realizd un andlisis de espectrometria de masas
por MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Dessorption lonization-Time of Flight), con una
matriz de a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA) y &cido sinapinico (SA), en una relacion matriz
muestra de 5/1. Para la ionizacion de la muestra se utilizaron pulsos laser con fuente de nitrogeno
y una longitud de onda de 337 nm. Los espectros obtenidos fueron posteriormente procesados

y comparados en el software mMass.
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VI11.6. Andlisis Estadisitcos

Se reafilizé un analisis exploratorio de datos con las mediana como medida de tendencia

central y la distancia intercuertil como medida de dispersion.

Se realizaron las pruebas para determinar si se cumplian con los supuestos de normalidad
y homocedasticidad de varianzas para asi determinar la prueba estadistica utilizar (paramétrica

0 no paramétrica).

Se realiz6 una prueba de Kruskal-Wallis para determinar la existencias de diferencias
significativas (p<0.05) entre el &rea bajo la curva total de las fracciones presentes en cada region

del conducto.

Todos los andlisis se llevaron a cabo mediante la utilizacion de los paquetes estadisticos:
Statistica 10.0 32-bit y NCSS 2007.

Para determinar si el area bajo la curva y el tiempo de retencion de las fracciones
individuales fueron significativamente distintas se realiz0 un analisis de escalamiento
multidmensional no pardmetrico (n-MDS), que se validé con una prueba de ANOSIM y un

dendograma (analisis de cluster). El anlisis se llevo a cabo en el programa Primer6+Permanova.
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VIl. RESULTADOS

VII1.1. Analisis Histolégico del Conducto

Se consideré como region proximal del conducto a la seccion que parte del bulbo (Figura
7, Ay B) en el cual se apreciaron cuatro componentes distintos, una capa exterior constituida
de colageno (Co), seguida de una lamina basal (Lb) que separa al colageno de una capa de
células epiteliales (Ep) y un lumen (Lu) al interior del ducto con una pequefia cantidad de
granulos peptidicos (Gr) tefiidos de un color violeta intenso junto a un material de residuo celular
(Rc).

En la region media (Figura 7, C y D) nuevamente se evidencio la capa colageno (Co) que
recubre el exterior del conducto venenoso, se detectd también la presencia de la lamina basal
(Lb) entre el colageno y las células epiteliales (Ep), en la figura 7 C se muestran diferencias
respecto al epitelio al presentar una estructura cubica determinada, asi como una gran cantidad

de granulos peptidicos (Gr) y residuos celulares (Rc) que cubren la mayor parte del lumen (Lu).

La region distal es la seccién mas apartada del bulbo (Figura 7, E y F), en esta region se
aprecian limitaciones celulares mas obscuras, lo anterior puede deberse a que las células se van
destruyendo al realizar un proceso de secrecion de holocrina, donde los granulos tefiidos de
color violeta intenso en su interior pasan a formar parte del lumen del conducto, asi mismo es

la regidn con la mayor cantidad de granulos (Gr) en el lumen (Lu).
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Figura 7. Micrografias de los cortes histologicos del aparato venenoso de Conus perplexus.
Regidn proximal en vista transversal (A), en vista longitudinal (B); Region media en vista
transversal (C), en vista longitudinal (D); Region distal en vista transversal (E), en vista

longitudinal (F).
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VI1.2. Caracterizacion bioquimica

VI1.2.1. Fraccionamiento por RP-HPLC

En la figura 8 se muestra el cromatograma correspondiente a la region proximal, en el cual se
seleccionaron 13 fracciones representativas detectadas a una A=220 nm. Asi mismo las
fracciones con mayor absorbancia y con mejor resolucién se encuentran en la region mas
hidrofilica, antes de los primeros 10 minutos.
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Figura 8. Cromatograma de la region proximal de Conus perplexus obtenido por RP-HPLC con

una columna C18 a una longitud de onda de 220 nm.

De la region media del conducto se seleccionaron nuevamente 13 fracciones representativas, los
cuales presentaron una absorbancia mayor a la de la regién proximal, donde la fraccion con
mayor absorbancia también se encuentra en la region mas hidrofilica, sin embargo en esta region
llega a 130.000 mAU (Figura 9).

30



Conus perplexus Regién Media
140,000 am

120,000

Q0,000

20.000

o)
< &0.000
IS

——— Regidn media
i oM [ = e |

40.000

20.000

0

=20,000 T T T T T T T

(=]
b
(=]
-3
(=]
oh
=
[=2]
(=]

Tiempo

Figura 9. Cromatograma de la region media de Conus perplexus obtenido RP-HPLC con una
columna C18 a una longitud de onda de 220 nm.

El perfil de la region distal del conducto se muestra un desfase respecto a los tiempos de
retencion de las otras dos regiones, consideraron un total de 13 fracciones representativas,
ademas se logro apreciar una fraccion no detectado en la region proximal o media, lo que
muestra una clara diferencia en cuanto a las caracteristicas del material peptidico en esta region
(Figura 10).
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Figura 10. Cromatograma de la region distal de Conus perplexus obtenido RP-HPLC con una
columna C18 a una longitud de onda de 220 nm (el circulo rojo sefiala el pico del cromatograma

que no se observa en las regiones media y proximal).

En la figura 11 se muestran los cromatogramas obtenidos por RP-HPLC de las regiones
proximal, media y distal. Se observaron ligeras diferencias en las areas de las fracciones, en la

absorbancia, asi como en los tiempos en los que fueron registrados.
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Figura 11. Comparacion de los cromatogramas obtenidos por RP-HPLC. Region

proximal=negro; regién media=rojo; region distal =verde.
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VI11.2.2 Cuantifiacién y Comparacion de Conotoxinas

Al comparar la suma de las areas obtenidas en los cromatogramas de las regiones proximal,
media y distal, se determind que no hubo diferencias significativas en la cantidad total de toxinas
presentes (ANOVA: p= 0.067047), sin embargo, en los diagramas de caja y bigote (Figura 12)
se logra apreciar que el area de la regién media es ligeramente superior al area de las regiones

proximal y distal.
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Figura 12. Diagrama de caja del area bajo la curva correspondientes a las regiones proximal,
media y distal. La caja representa la mediana y el 50% de la dispersion de los datos, los bigotes

son el limite de las cotas internas y los casos extraordinarios estan representados con un punto.
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Con base en el analisis NMDS (Figura 13), validado con una prueba de ANOSIM (Figura. 14)
y un dendograma (Figura 15), se determing la diferenciacion del area bajo la curva y el tiempo
de retencion que se presentan las fracciones individuales de cada seccion del conducto, asi
mismo se observé que las fracciones individuales en regiones proximal, media y distal se
agruparon por region, lo que sugiere que las fracciones de cada region fueron similares entre si.
Lo anterior permite confirmar lo que se visualizé en los cromatogramas, es decir, que la

composicidn peptidica de cada region es diferente.

Transform: Square root

Resemblance: $17 Bray Curtis similarity
3D Stress: 0.01 Regjén

A Proximal

w Media

m Distal

Figura 13. NMDS de las fracciones individuales obtenidas de las regiones proximal, media y

distal del conducto venenoso de Conus perplexus.
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V11.2.3 Espectrometria de Masas por MALDI-TOF

En el espectro de masas de la region proximal (Figura 16) se detectaron tres péptidos presuntivos
con gran intensidad en una relacion masa/carga de 4003.9650 Da, 7218.9328 Da y 8415.9953
Da respectivamente.
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Figura 16. Espectro de masas de la region proximal obtenido por MALDI-TOF en una matriz
de CHCA.
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Los resultados obtenidos de la regién media fueron analizados en una matriz de SA, se observo
que la muestra solo ioniz6 en un rango de 4000 — 6000 m/z y se detectd un péptido con masa de
4823.2824 Da (Figura 17).
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Figura 17. Espectro de masas de la region media obtenido por MALDI-TOF en una matriz de
SA.
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En el caso del espectro de la region distal se detect6 el mayor nimero de picos. Se registraron
cinco picos mayoritarios con masas de 3058.3642 Da, 4470.6783 Da, 6910.1298 Da, 8343.8426

Da, asi como el pico con mayor masa 18970.5116 Da (Figura 18).
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Figura 18. Espectro de masas de la region proximal obtenido por MALDI-TOF en una matriz
de CHCA.
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En la comparacion de las tres regiones (Figura 19) se logra apreciar una clara diferencia en
cuanto al nimero de moléculas ionizadas, asi como la relacion masa/carga que presentan, es
evidente que no se encontraron péptidos representativos con la misma masa que se repitieran en

alguna de las tres regiones.
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Figura 19. Comparacion de los espectros de masas de las regiones proximal (azul), media

(verde) y distal (naranja) de Conus perplexus. Software mMass en un rango de 0 — 12000 m/z.

39



VIII. DISCUSION

VII1.1. Estudio Histoldgico del Conducto Venenoso

Los estudios farmacoldgicos reportados previamente sobre el género Conus se han basado
principalmente en el conducto del aparato venenoso, asi mismo se ha reportado la presencia de
compuestos bioactivos en otras partes del aparato venenoso con potencial en el area médica
(Gorrostieta-Hurtado et al., 2013). Sin embargo, hay escases de estudios respectivos la presencia
de toxinas, su posible sintesis y composicion bioquimica en diferentes regiones del conducto

Venenoso.

Con base en los resultados se determind que el conducto venenoso de Conus perplexus
cuenta con una marcada diferenciacion histoldgica, que comprende tres componentes
principales; una capa exterior de colageno reportada anteriormente por Marshall et al., (2002);
seguida por una lamina basal que separa el colageno de otra capa de epitelio columnar con
granulos presuntivamente cargados de veneno (Safavi-Hemami et al., 2010), los cuales se
encuentran dispersos en el lumen (Gorrostieta-Hurtado et al., 2013; Marsh, 1971; Marshall et
al., 2002) y presentan variacion respecto a su abundancia, conforme las regiones se acercan a la

radula y por ende estarian preparadas para su expulsion.

En investigaciones realizadas por (Gorrostieta-Hurtado et al., 2013) en Conus
purpurascens se reportaron la presencia de un epitelio con glandulas unicelulares posiblemente
exocrinas de secrecion holécrina. Estas glandulas disminuyen al acercarse al es6fago y recubren
la periferia del lumen con una mayor abundancia de granulos respecto a las regiones anteriores,
lo cual coincide con los resultados obtenidos en este estudio, por lo que esta conformacién puede
deberse a que a lo largo del conducto se realizan los procesos tanto de transporte como de

sintesis y posiblemente de maduracion de las conotoxinas (Kaas et al., 2007).
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VI11.2. Caracterizacion Bioquimica

La extraccion de toxinas para estudios de actividad se realiza principalmente en el conducto
venenoso o mediante ordefia y la estimulacion del caracol para que descargue la toxina (Lopez-
Vera et al., 2007), sin embargo, estudios previos reportan diferencias de material peptidico del
conducto venenoso de Conus, asi como la presencia de granulos de veneno y propiedades
farmacoldgicas de la region proximal y la distal (Bingham et al., 1996; Endean y Duchemin,
1967).

De igual manera se han estudiado los efectos de las distintas regiones del conducto
venenoso de Conus pricenps sobre el caracol marino Planorbella tenue (Gorrostieta-Hurtado et
al., 2012), donde se observé que cada region region presentd perfiles cormatograficos y un

efecto del extracto crudo distinto segun la regién del conducto que se probo.

En el presente trabajo se realizd la caracterizacidn bioquimica de tres regiones del
conducto venenoso (proximal, medio y distal) de Conus perplexus, cuyo veneno no se habia
caracterizado previamente. Los analisis realizados por RP- HPLC concuerdan con lo reportado
por Gorrostieta-Hurtado et al., (2012) ya que en los perfiles cromatograficos obtenidos de cada
una de las tres regiones analizadas, asi como en la comparacion conjunta se observaron
similitudes en cuanto al tiempo de retencion de las fracciones detectadas entre la region proximal
y media, pero diferencias respecto a la absorbancia y por otro lado, en la region distal se
registraron fracciones ausentes en la region proximal y media, lo que establece una clara

diferencia en cuanto al material peptidico.

Los resultados obtenidos en los diagramas de caja confirman lo observado en las imagenes
de histologia, donde se puede apreciar un aumento en la abundancia de granulos de veneno en
las regiones media y distal respecto a la regién proximal, esto también se observa en las
absorbancias obtenidas por RP-HPLC, al ser la region proximal la que presentd las mAU mas
bajas en comparacion con el area bajo la curva total de los cromatogramas correspondientes al

resto de las regiones.
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El escalamiento multidimensional es una técnica de analisis multivariante no paramétrico
que se basa en conceptos de objeto-estimulo, esta parte la similaridad—disimilaridad—distancia
entre las variables analizadas, mediante las cuales se reflejan las similitudes observadas entre
las muestras en cuestion. Las medidas de semejanza nos permiten expresar huméricamente el
vinculo que existe entre los diferentes muestras (Linares, 1990). Con base en lo anterior se puede
asegurar que el NMDS validd de manera cuantitativa los resultados obtenidos de los
cromatogramas y que las tres regiones fueron distintas con base al agrupamiento que presentaron
las distintas fracciones individuales entre regiones y la separacion que se delimit6 entre ellas
respecto a las diferencias entre las variables analizadas de las fracciones presentes de cada
region. Lo anterior se corrobord con los ensayos de similitud ANOSIM, donde el valor de R
establecié diferencias significativas y en el cluster de similitud las fracciones analizadas se
agruparon con base a sus similitudes y mostraron una clara separacion en tres regiones
representativas, lo cual apoya la hipotesis de que ocurren cambios bioquimicos a lo largo de las

diferentes regiones del conducto venenoso.

VI11.3. Espectrometria de Masas por MALDI-TOF

En la comparacion de los espectros obtenidos por MALDI-TOF se aprecian las diferencias
respecto a la composicién de las tres regiones, tanto en el nimero de moléculas ionizadas, asi
como la relacion masa/carga. Esto debido a que las masas detectadas de los péptidos presuntivos
son diferentes y no se determind la presencia compuestos ionizados con una misma masa
repetida en alguna otra region, sin embargo, se pudieron observar ciertas tendencias respecto a
los espectros obtenidos de las diferentes regiones, donde los picos con mayor intensidad relativa
se encuentran ausentes en el resto de las regiones, lo cual concuerda con reportes previos por
Marshall et al., (2002).
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Los componentes mayoritarios identificados en Conus perplexus presentaron masas de
4003 Da; 4,823 Da y 4,470 Da respectivamente, lo que cae fuera del rango comun reportado por
Bingham et al., (1996), sin embargo, se han obtenido conotoxinas con masas similares como
ca8a en Conus caracteristicus, con una masa de 4,606 Da (Liu et al., 2008), s4a y s4b de Conus
striatus con 4,080 y 4,974 Da respectivamente (Kelley et al., 2006). Adicionalmente se detecto
un componente con masa molecular muy alta en la region distal del conducto venenoso de Conus
perplexus (18,968 Da), la cual podria estar relacionada con actividades de fosfolipasa tipo A.,
dado que en el estudio se realizd dicha prueba y las regiones proximal y media presentaron
actividad, asi mismo la masa presenta valores muy altos como la reportada en Conodipina-M

aislada del veneno de Conus magus que present6 una masa de 13,600 Da (Mclintosh et al., 1995).

Dutertre et al., (2013) discuten que el género Conus presenta una regionalizacion del
conducto venenoso Yy reportaron en el caso de Conus geographus que el veneno de estos
organismos puede alternar rapidamente entre venenos diferentes con base a la respuesta de
estimulos depredadores o defensivos y que dichos venenos se originan en las regiones distales
y proximales del conducto, lo cual podria explicar como se pueden generar dos venenos distintos
con base en estimulos y asi mismo las diferencias detectadas entre las masas de los péptidos

presuntivos encontrados en las tres regiones del conducto venenoso estudiadas.
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IX. CONCLUSIONES

Histologicamente el conducto venenoso estd compuesto por tres componentes principales:
una capa externa de colageno, seguida de una lamina basal y una capa de epitelio columnar con
posible funcién de secrecién holocrina que recubren un lumen con abundante presencia de

granulos de veneno en su interior.

En el perfil cromatogréafico de las conotoxinas no se encontrd diferencia significativa
respecto a la concentracion de total de la muestra al comparar el area bajo la curva de las
diferentes regiones, sin embargo, se determinaron diferencias significativas en cuanto al area
individual y tiempo de retencion de cada fraccion individual detectadas en cada region del

conducto venenoso.

Los compuestos con mayor intensidad detectados en espectrometria de masas coinciden
con conotoxinas reportadas anteriormente, por lo tanto se determiné la presencia de péptidos
presuntivos diferentes en cada una de las regiones analizadas y no se detecto la presencia de

algn componente con la misma relacion masa/carga repetido en alguna region.

Lo anterior valida la hipdtesis de que a lo largo conducto del conducto se presentan
diferencias tanto morfologicas como bioquimicas y sugiere cambios conformacionales en los

péptidos a lo largo del conducto venenoso.

44



X. RECOMENDACIONES

Para estudios posteriores se recomienda orientarse en los siguientes estudios:

Evaluacion de las actividades bioldgicas tanto por regién, como fracciones de interés
para comprar posibles aplicaciones farmacoldgicas.

Profundizar en los componentes histologicos encontrados por medio de técnicas mas
sensibles como microscopia electronica de transmision (TEM).

Evaluar los componentes de bulbo y radula para obtener un panorama més profundo del
proceso al que se ven sometidas las conotoxinas a lo largo del aparato venenoso.
Aumentar el nimero de muestreos asi como los puntos de colecta para observar

variaciones en la produccion de veneno relacionadas con el tiempo y el lugar.
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XIl. APENDICES

Apendice 1.- Tiempo de retencion y areas bajo la curva de las fracciones representativas de la

region proximal del conducto venenoso de Conus perplexus.

Pico Tiempo de retencién Area bajo la curva
1P 4.233 790926
2P 4.839 424563
3P 5.441 662882
ap 30.842 462069
5P 31.665 776488
6P 32.284 304024
P 32.606 160588
8P 35.811 342902
o 41.162 474104
10P 64.825 99340
11p 78.995 1284271
12p 79.979 1375458
13p 81.459 4691122
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Apendice 2.- Tiempo de retencion y areas bajo la curva de las fracciones representativas de la

region media del conducto venenoso de Conus perplexus.

Pico Tiempo de retencién Area bajo la curva
1M 4.420 1359246
2M 5.020 1622453
3M 5.721 4969061
aM 30.380 969625
M 30.999 630596
6M 31.822 1275647
™ 32.377 581280
&M 35.751 563632
M 40.901 1048434
10M 64.023 136076
11M 78.365 1160827
12M 79.353 1385332
13M 80.856 4915316
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Apendice 3.- Tiempo de retencion y areas bajo la curva de las fracciones representativas de la

region distal del conducto venenoso de Conus perplexus.

Pico Tiempo de retencion Area bajo la curva
1D 4.356 1153750
2D 5.447 1480044
3D 30.422 537347
4D 30.626 277171
D 31.824 997300
6D 32.424 383467
D 33.747 227265
8D 35.821 280976
9D 41.056 983073
10D 64.320 74478
11D 78.663 934417
12D 78.945 724896
13D 79.650 1146811
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