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RESUMEN

Se aisl6 una nueva conotoxina dimérica con actividad inhibidora sobre los
receptores nicotinicos de acetilcolina de tipo neuronales. La degradacién de Edman y los
estudios transcriptomicos indican que se trata de una conotoxina homodimérica compuesta
por dos cadenas de 47 amino&cidos. Tiene un arreglo de cisteinas tipo cisteina XX y 10
enlaces disulfuro. Segun la nomenclatura de las conotoxinas, se ha denominado aD-FrXXA.
La conotoxina aD-FrXXA inhibi6 la respuesta inducida por la ACh en el RnACh con una ICs
de 125 nM en el subtipo ha7, de 282 nM en el ha3B2, de 607 nM en el ha432, de 351 nM
en el muscular adulto de raton y de 447 nM en el muscular fetal de raton. Esta es la primera
toxina caracterizada de C. fergusoni y, al mismo tiempo, la segunda aD-conotoxina

caracterizada de una especie del Pacifico Oriental.



ABSTRACT

We isolated a new dimeric conotoxin with inhibitory activity against neuronal nicotinic
acetylcholine receptors. Edman degradation and transcriptomic studies indicate a
homodimeric conotoxin composed by two chains of 47 amino acid in length. It has the
cysteine framework XX and 10 disulfide bonds. According to conotoxin nomenclature, it has
been named as aD-FrXXA. The aD-FrXXA conotoxin inhibited the ACh-induced response
on NnAChR with ICsp of 125 nM on ha7, 282 nM on ha3p2, 607 nM on ha432, 351 nM on
mouse adult muscle, and 447 nM on mouse fetal muscle. This is first toxin characterized
from C. fergusoni and, at the same time, the second aD-conotoxin characterized from a
species of the Eastern Pacific.



1. INTRODUCCION

El humano siempre ha tenido un interés nato en estudiar aquello que lo rodea, es
por ello que los organismos terrestres fueron los primeros en ser estudiados debido a su
facilidad de acceso, colecta y, en muchos casos, gracias a que es sencillo cultivarlos (Dias,
et al., 2012). Con ello, se ha logrado purificar o sintetizar una amplia variedad de
compuestos que han tenido un gran interés para la industria alimenticia, cosmética,

farmacéutica, etc. (Dias, et al., 2012).

Por su parte, por mucho tiempo, el estudio del ambiente marino estuvo limitado a lo
gue se podia conseguir en las costas o atrapar con diferentes artes de pesca (Cifuentes et
al., 1987). Pero muchas veces, al estar los organismos muertos, los compuestos se
degradaban o se afectaba su naturaleza. Sin embargo, gracias a Jacques-Yves Cousteau,
quien brind6 nuevas técnicas y artes para inmersion, se inicio la modernizacion del estudio
oceanico (Biography.com, 2019). Esto, sumado a las nuevas tecnologias, nos ha permitido
considerar a los océanos como una de las mayores reservas para encontrar compuestos

de interés, principalmente el farmacoldgico (Dias, et al., 2012).

Actualmente, los caracoles del género Conus han llamado el interés de la
comunidad cientifica ya que sintetizan su propio veneno y en él, encontramos una amplia
variedad de toxinas llamadas conotoxinas que gozan de gran interés farmacoldgico (Terlau
y Olivera, 2004; Lépez-Vera, 2010). Su estudio bioquimico comenzé en 1985 con la especie
Conus geographus (Olivera et al., 1985) y, desde entonces, su conocimiento se ha ampliado
de manera asombrosa, habiendo varios paises que cuentan con grupos de estudio

exclusivos para ellas; México es uno de ellos.

Casewell et al., 2012, mencionan que los sistemas de veneno proporcionan modelos
para investigar las interacciones depredador/presa, la influencia de la seleccién natural y la
evolucion natural. En el caso de los caracoles Conus, esto se refleja en la diversidad,
abundancia y/o efectividad de los componentes de su veneno ya que cada especie tiene un

veneno diferente, lo que hara que en cada una se encuentren conotoxinas distintas.

De entre los canales ionicos y receptores de membrana sobre los que actua el

veneno de Conus, se sabe que cada especie de caracol secreta, al menos, una conotoxina



con actividad sobre el receptor nicotinico de acetilcolina (RnACh), lo que garantiza la
obtencion de conotoxinas sobre este blanco molecular. Hasta el momento, se ha reportado
un agonista para este receptor, pero existen al menos, 64 conotoxinas que son antagonistas
de los diferentes subtipos del RnACh, las cuales pueden interactuar con el receptor de
forma ortostérica como sucede con la mayoria de las a-conotoxinas o bien de forma
alostérica como ocurre en el caso de las aD-conotoxinas (Jin et al., 2014; Lépez-Vera y
Flores-Torres, 2016; Prashanth et al., 2016).



2. ANTECEDENTES

2.1. Género Conus

Los caracoles del género Conus, conocidos como caracoles Cono, forman parte de la
superfamilia de invertebrados marinos mas diversa y taxonémicamente compleja llamada
Conoidea (Olivera, 2002; Lewis, 2009; Fallon, 2016). Son un grupo de moluscos marinos
cuyo registro fosil indica que existen desde hace 55 millones de afios y, muchas especies
se han extinguido durante este tiempo y otras mas han surgido; sin embargo, se calcula
gue la actual poblacién de Conus tiene alrededor de 800 especies, volviéndolo el género
de invertebrados marinos con mayor cantidad de organismos vivos (Mari y Tytgat, 2010;
Fallon, 2016; Prashanth et al., 2016; Gao et al., 2017).

Por mucho tiempo, los caracoles Cono han sido de interés para coleccionistas debido a
lo hermoso de sus conchas; las diferencias en la morfologia, patrones y color de estas
permiten su identificacion a nivel de especie (Figura 1). Sin embargo, la concha puede
presentar variaciones regionales e intraespecificas que hacen mas dificil su identificacion
(Marshall et al., 2002; Gao et al., 2017).

Figura 1. Ejemplos de conchas representativas de algunas especies de caracoles del

género Conus.



Los Conus se encuentran distribuidos principalmente en todos los ambientes
marinos tropicales y subtropicales de todo el mundo (Figura 2) (Olivera, 2002). La mayor
riqueza predomina en la region del Indo-Pacifico con méas del 60% de su habitat en esta
zona. Sin embargo, se hallan en el continente americano, en el Pacifico Oriental, desde el
sur de California hasta Perq, y en el Atlantico Occidental, desde Florida hasta el Rio de la
Plata (norte de Argentina), incluido el mar Caribe. También estan en la costa occidental de
Africa y una especie habita el Mar Mediterraneo (Mari y Tytgat, 2010; Gao et al., 2017).

Solo unas pocas especies, como C. californicus (costa del Pacifico en Norteamérica)
se han adaptado a aguas mas frias, pero en general, la diversidad de especies desciende

bruscamente fuera de los tropicos (Prashanth et al., 2016; Gao et al., 2017).
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Figura 2. Distribucién del género Conus. En color se ilustra la diversidad de especies

localizada por zona (Modificado de Peters et al., 2013).

La informacion respecto a la abundancia real de Conus, es poca. De un total de 632
especies registradas por la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
(UICN) se incluye a 41 especies dentro las categorias de “vulnerable”, “en peligro” o “en
peligro critico”. Como “preocupacion menor”, a 478 especies y como “datos insuficientes” a
87 especies (Peters et al., 2013).

Se sabe que los Conus son animales muy adaptables y estdn en una gran variedad
de habitats. Son organismos bentdnicos que habitan zonas arenosas o entre las rocas; el
53.6% de los Conus se encuentran en la zona intermareal a menos de 5 metros de

profundidad, un 27% hasta los 50 metros, e incluso, hay algunas excepciones a mas de



500 metros (Kohn 1959, 1985; Kohn y Nybakken, 1975; Mari y Tytgat, 2010; Peters et al.,
2013). Una caracteristica es que contribuyen sustancialmente a la gran biodiversidad de los
entornos arrecifales; un solo arrecife de coral en el Indo-Pacifico tropical puede tener mas
de 30 especies de Conus (Kohn, 1998; Kohn et al., 2001; Olivera, 2002). Respecto a su
tamafio, pueden ser tan grandes como 250 mm (Conus pulcher, especie de Africa
occidental) o tan pequefios como 4 mm (Conus sahlbergi, especie de las Bahamas) (Mari
y Tytgat, 2010).

Ademas, son un grupo numeroso y exitoso de depredadores carnivoros marinos que
estdn muy especializados en cuanto a la captura de sus presas, las cuales suelen
clasificarse en tres grupos en funcion de sus habitos alimentarios (Kohn, 1966; Olivera,
2002; Buczek et al., 2005; Lewis et al., 2012; Prashanth et al., 2016):

- Conus vermivoros; son el primer y mas grande grupo, se alimentan de
varios tipos de gusanos, principalmente poliquetos, aunque también se incluyen
equiuroideos y hemicordados.

- Conus moluscivoros; son el segundo grupo, se alimentan de otros
moluscos gasteropodos o bivalvos.

- Conus piscivoros; son el tercer grupo, y el mas sorprendente ya que
capturan peces gue pueden ser de mayor tamafo que ellos y lo hacen por técnicas

de arpon y sedal o bien pesca con red.

Algunas especies como C. californicus, que habita aguas mas frias y no tiene

congéneres con los que competir, son generalistas (Kohn, 1966; Olivera, 2002).

Los caracoles cono se mueven con lentitud en un entorno donde sus presas son rapidas
y esto hace que la supervivencia de estos depredadores sea un gran reto. Ademas, deben
interactuar con sus competidores y reducir su exposicion a la depredacion por parte de

peces u organismos mas grandes (Lewis, 2009; Gao et al., 2017).

Durante mucho tiempo, han sido de interés las estrategias altamente evolucionadas que
emplean para asegurar, en cuestion de segundos, la captura de sus presas. Para
compensar la falta de movilidad han desarrollado, como adaptacién evolutiva, un aparato
venenoso muy sofisticado, responsable de la sintesis, el almacenamiento y el suministro de

un potente veneno, el cual bioquimicamente, posee una enorme e inusualmente compleja



diversidad de toxinas (Terlau et al., 1996; Marshall et al., 2002; Himaya et al., 2015; Olivera
et al., 2015; Gao et al., 2017).

El aparato venenoso incluye (Figura 3) (Terlau et al., 1996; Olivera, 2002):

- Conducto venenoso; es largo y tubular; en las células epiteliales que lo
recubren se sintetizan los componentes biolégicamente activos del veneno.

- Bulbo venenoso; es aquel que expulsa por medio de contracciones el
veneno contenido en el conducto hacia el saco radular.

- Saco radular; es donde se almacenan las radulas modificadas y donde son
cargadas de veneno.

- Dientes radulares (arpones); son radulas modificadas y especializadas a
modo de diente hueco en forma de arpon que se utilizan como aguja hipodérmica
para inyectar el veneno en el tejido blando de los animales. También, se utilizan
para la taxonomia de Conus ya que son anatémicamente distintos entre grupos.

o Probdscide; se encarga de “cargar” al arpdn previo a ser disparado.

Concha

Bulbo venenoso

Conduct:
Glandula salival || =
Saco radular
Esofago Arpones

Sifon

Faringe
Arpén
Probéscide
Rostrum
PRI Pie
EDUCATE

Figura 3. Diagrama del aparato venenoso de un caracol Conus (Imagen modificada de
Science Friday Educate, 2018).



Todas las especies de Conus utilizan veneno como parte de una estrategia bioquimica
para inmovilizar y capturar a sus presas; cada especie produce grandes cantidades de un
rico cOctel de péptidos, comunmente denominados conopéptidos o conotoxinas (Olivera,
2002; Mari y Tytgat, 2010).

2.2. Conotoxinas

La composicion exacta del veneno del caracol Cono es especifica de cada especie y
presenta una importante variabilidad intraespecifica. El primer componente activo
identificado en el veneno de un Conus fue la serotonina en 1972 (Cottrell y Twarog, 1972;
Mari y Tytgat, 2010).

La mayor parte del veneno de los Conus es una compleja mezcla de péptidos con
caracteristicas Unicas; cada especie suele poseer de 20 a 200 componentes. Por ello,
considerando la cantidad de especies, se calcula que existen mas de 80,000 conotoxinas
naturales (Mari y Tytgat, 2010; Gao et al., 2017).

Todas las conotoxinas se traducen en el conducto venenoso a partir del ARNm como
precursores peptidicos o prepropéptidos; se procesan en toxinas maduras en el reticulo
endoplasmico (RE) y en el aparato de Golgi. La organizacién de una conotoxina se muestra
en la Figura 4. Durante el proceso de maduracién, la secuencia de sefial del RE vy, a
continuacion, las regiones pro N- y C-terminales se escinden para dar paso a la toxina
biolégicamente activa; sin embargo, algunos aminoacidos pueden ser modificados
postraduccionalmente. La regién del prepropéptido cuenta con aproximadamente de 80 a
100 aminoécidos y, la region del péptido o toxina madura (siempre en una sola copia) tiene,
en la mayoria de las conotoxinas caracterizadas, una longitud de entre 10 a 30 aminoacidos;
sin embargo, existen casos donde son mas grandes (Terlau y Olivera, 2004; Buczek et al.,
2005; ConoServer, 2022).
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Figura 4. Organizacion del precursor de conopéptidos. La toxina ejemplificada es
SmIVA (Modificado de ConoServer, 2022)

Las conotoxinas de un veneno pueden correlacionarse con parametros ecolégicos
y de comportamiento. Por una parte, la divergencia funcional y la informacién molecular han
corroborado la relacion de la potencia del veneno de una especie con el tipo de presa de la
gue se alimenta (peces, gusanos 0 moluscos); esto indica que las conotoxinas estan bajo
presion selectiva para desarrollar una alta afinidad por el objetivo fisiol6gicamente relevante
(Endean et al., 1974, Olivera, 2002). Por otra, existen las combinaciones sinérgicas
conocidas como cabales, los cuales utilizan distintos cécteles de toxinas en un veneno que
provocan una amplia gama de fuertes respuestas neurofisiolégicas en una variedad de
organismos, ya sea para la captura de presas (siendo los primeros cabales en descubrirse)
0 para la defensa de sus depredadores (pulpos, cangrejos y peces). Esto se logra
compartimentando al conducto venenoso en seccién distal (depredacién) y proximal
(defensa); sin embargo, el veneno que serd utilizado puede cambiar rapidamente
dependiendo de los estimulos recibidos por el caracol, sus necesidades y el tipo de
respuesta que necesite (Terlau et al., 1996; Olivera y Cruz, 2001; Marshall et al., 2002;
Dutertre et al., 2014; Prashanth et al., 2016).

2.2.1. Clasificaciéon de las conotoxinas

Para poder clasificar las conotoxinas, se han considerado diferentes aspectos que
pueden ser desde los que se basan Unicamente en su secuencia hasta los que se basan
en una mezcla de secuencia y propiedades estructurales, pasando por los que consideran
la funcionalidad especifica in vivo (Tabla 1) (Kaas et al., 2010; Akondi et al., 2014;

Mansbach et al., 2019). Algunos pueden determinarse mas facilmente que otros una vez



gue se cuenta con el conocimiento de su secuencia (como la superfamilia genética y el

arreglo de cisteinas).

Tabla 1. Categorias usadas para clasificar a las conotoxinas (Modificado de Mansbach
et al., 2019).

Categoria Tipo Descripcién
Superfamilia genética Secuencia Grupo en la region precursora
Arreglo de cistelnas Secuencia Arreglo de cisteinas
Clase de bucle Secuencia Numero de aminoacidos entre cisteinas
Conectividad de disulfuros Estructura Patrén en la formacion de enlaces disulfuro
Familia farmacolégica Accioén Blanco molecular y modo de accion

Las clasificaciones mas conocidas e importantes al momento de nombrar a una

conotoxina son:

- g Superfamilia genética.
v Arreglo de cisteinas.
g Familia farmacoldgica.

La superfamilia genética es una clasificacion evolutiva basada en la parte de toxina que
presenta una evolucién lenta, es decir, la proteina precursora procesada por el reticulo
endoplasmico. Actualmente, existen 30 superfamilias genéticas (A, B1, B2, B3, C, D, E, F,
G,H,I11,12,13,J,K,L,M, N,01,02,03,P,Q,R, S, T, U, V, Y, y las conodipinas) y, a su
vez, cada una puede dividirse en varias familias de acuerdo con sus arreglos de cisteina
(Robinson y Norton, 2014; Mansbach et al., 2019).

El resto de las clasificaciones, utilizan a las toxinas maduras, las cuales presentan una
diversidad estructural y funcional de acuerdo con la alta variacion en las secuencias

descubiertas en el veneno (Kaas et al., 2012; Robinson y Norton, 2014).

El arreglo de cisteinas es una caracteristica clave de las conotoxinas ya que es
altamente conservado, su clasificacion se basa en la secuencia de aminoacidos y se refiere
al patron de cisteinas adyacentes y no adyacentes en la secuencia (Kaas et al., 2010;
Akondi et al., 2014). Actualmente existen 28 tipos de arreglos de cisteinas (I — XXVIII)
catalogados en ConoServer los cuales pueden tener desde 2 hasta 10 residuos de

cisteinas.



Entre los residuos de cisteina presentes en la toxina madura se forman puentes
disulfuro que sirven para dar estabilidad a la estructura secundaria; dependiendo de la
conotoxina y su cantidad de cisteinas puede existir uno 0 mas puentes disulfuro (Jin et al.,
2019).

La familia farmacolédgica agrupa a las conotoxinas en funcioén de su blanco molecular y
las actividades farmacoldgicas correspondientes (Dutertre et al., 2013). Sus estructuras y
funciones son muy diversas y se dirigen principalmente a las proteinas de membrana; en
particular a canales i6nicos, receptores de membrana y transportadores (Gao et al., 2017).
Actualmente se reconocen 12 familias que son denominadas con letras del alfabeto griego
(Tabla 2) (Kaas et al., 2012).

Tabla 2. Familias farmacolégicas y sus blancos moleculares principales (Modificada
de Mansbach et al., 2019).

Familia Blanco

a (alpha) Receptores nicotinicos de acetilcolina

¥ (gamma) Corrientes de cationes marcapasos heuronales

5 (delta) Canales de sodio dependientes de voltaje

g (epsilon) Canales de calcio presinapticos o receptores
presinapticos acoplados a proteinas G

1 (iota) Canales de sodio dependientes de voltaje

K (kappa) Canales de potasio dependientes de voltaje

K (mu) Canales de sodio dependientes de voltaje

p (rho) Receptores adrenérgicos alfa-1

c (sigma) Canales idnicos activados por serotonina

T (tau) Receptor de somatostatina

% (chi) Transportador neuronal de noradrenalina

® (omega) Canales de calcio activados por voltaje

De las de 6,000 secuencias reportadas en ConoServer, solo 243 de ellas tienen una
familia farmacoldgica asociada. En parte, esto se debe a que, durante los ultimos 10 afios,
la mayoria de las conotoxinas se han descubierto a través de la secuenciacion del
transcriptoma del conducto del veneno y, el mecanismo de accion de una toxina no es algo
gue pueda determinarse facilmente a partir de la secuencia, requiere mucha mayor

experimentacion (Kaas et al., 2012; Mansbach et al., 2019).
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Finalmente, el saber como se cataloga una conotoxina en un esquema de
clasificacion no es indicativo de su categorizacion bajo otro (Mansbach et al., 2019). Por
ejemplo, un arreglo de cisteinas no esta limitado a pertenecer a una Unica familia
farmacoldgica y, un blanco farmacoldgico no se limita a una superfamilia. Como se puede
observar en la Figura 5 existen arreglos de cisteina como el XIV que se encuentra en las
Superfamilias A, D, J, L y M o bien, familias farmacoldgicas que también se encuentran en

diferentes Superfamilias.
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’ .~ Familia Farmacologica ‘:» ~ RnACh
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o
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Figura 5. Clasificacién de las conotoxinas. Esquema de la clasificacion basada en la
superfamilia, el arreglo de cisteinas y el blanco molecular (Imagen modificada de Schroeder
y Craik, 2012).
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Las conotoxinas, al ser secuencias cortas y relativamente faciles de sintetizar, han
sido de interés para la investigacion neurocientifica debido a la eficacia que presentan para
distinguir entre diferentes blancos moleculares, ademés de contar con un potencial uso

farmacoldgico (Lewis et al., 2003; Robinson y Norton, 2014; Gao et al., 2017).

2.2.2. a-conotoxinas. Superfamilia A

Entre las primeras toxinas aisladas del veneno de Conus se encuentran las a-
conotoxinas. En 1981, el equipo del Dr. Olivera y colaboradores, purificé y caracteriz6
bioguimicamente la primera a-conotoxina. Desde entonces se ha obtenido gran informacion
sobre ellas (Gray et al., 1981; Arias, 2000).

Las a-conotoxinas son una clase de conotoxinas grande y creciente de antagonistas
competitivos especificos de los subtipos de receptores nicotinicos de acetilcolina (RnACh)
musculares o neuronales; es decir compiten por los sitios de unién de la acetilcolina y los
agonistas colinérgicos (Nicke et al., 2004). Son llamadas asi porque tienen el mismo sitio
de accion que las a-neurotoxinas aisladas del veneno de serpiente que se dirigen al RnACh.
Hasta el momento se tienen 45 a-conotoxinas pertenecientes a la Superfamilia A,
reportadas a partir de 23 especies diferentes (Nicke et al., 2004; Terlau y Olivera, 2004,
Kaas et al., 2008).

Suelen tener un tamafo pequefio, de entre 12 y 20 amino&cidos y contienen cuatro
cisteinas conectadas por dos enlaces disulfuro. Se han caracterizado varias subfamilias de
a-conotoxinas dependiendo de la cantidad de residuos de aminoacidos que hay entre la
segunda y tercera cisteina y entre la tercera y cuarta (Luo et al., 1998; Terlau y Olivera,
2004).

- a 4/7-conotoxinas; actian como antagonistas sobre todos los subtipos de
receptor ya sean musculares o bien los neuronales homoméricos o heteroméricos
(estos se detallardn mas adelante).

- a 3/5-conotoxinas; actlGan como antagonistas sobre los subtipos
musculares, siendo capaces de diferenciar entre los dos sitios de unién. Se

encuentran en la mayoria de las especies piscivoras.
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- o 4/3-conotoxinas; actian como antagonistas sobre los subtipos
neuronales. Se encuentran en especies vermivoras.
- a 4/4-conotoxinas; actlan como antagonistas sobre subtipos neuronales.

- a 4/6-conotoxinas; actian como antagonistas sobre subtipos neuronales.

De acuerdo a la conectividad que pueden presentar con los puentes disulfuro, existen

tres isoformas conocidas (Gehrmann et al., 1998; Schroeder y Craik, 2012):

- Globulares; (CyslI-Cyslll y CyslI-CyslIV).
- Liston; (Cysl-CyslIV y CyslI-Cyslll).
- Rosario; (Cysl-Cysll y CysllI-CyslIV); esta no se encuentra de forma nativa,

solo se ha realizado sintéticamente.

Pequefios cambios en la secuencia de aminoacidos de la conotoxina pueden alterar la
especificidad que presenta sobre algun subtipo en especial o bien, dirigirse al mismo

subtipo, pero en sitios diferentes de este (Mari y Tytgat, 2010).

2.2.3. a-conotoxinas. Otras superfamilias

La mayoria de las a-conotoxinas pertenecen a la superfamilia A, sin embargo, se
han identificado como parte de otras superfamilias que se mencionan a continuacion
(Jimenez y Cruz, 2017; Abraham y Lewis, 2018):

2.2.3.1. aS-conotoxinas

Dentro de la superfamilia S es donde se encontré el primer inhibidor de RnACh aislado
de una superfamilia no -A. La familia aS de conotoxinas tiene un arreglo de cisteinas C-C-
C-C-C-C-C-C-C-C. A la fecha, se han identificado dos conotoxinas (Teichert et al., 2005;
Christensen et al., 2015; ConoServer, 2022):

- aS-RVIIIA de C. radiatus que es un péptido de 47 aminoacidos con 10
cisteinas; presenta actividad inhibitoria sobre los subtipos musculares de forma

irreversible, pero en los neuronales de forma reversible.
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- aS-GVIIIA de C. geographus, es un péptido de 45 aminoacidos con 10

residuos de cisteina; presenta actividad inhibitoria sobre el subtipo a9a10.

2.2.3.2. aB3-conotoxinas

La familia aB3 de conotoxinas tiene un arreglo de cisteinas C-CC-C y solo hay una

conotoxina caracterizada (Luo et al., 2013; ConoServer, 2022).

- a-VxXXIVA de C. vexillum, es un péptido de 40 amino&cidos con 4 residuos

de cisteina y presenta actividad inhibitoria sobre el subtipo a9a10.

2.2.3.3. ad-conotoxinas

Dentro de la familia aJ de conotoxinas esté la primera conotoxina caracterizada con
actividad inhibitoria en un canal i6nico activado por voltaje y en un receptor ligando
dependiente, tiene un arreglo de cisteinas C-C-C-C (Imperial et al., 2006; ConoServer,
2022).

- PIXIVA de C. planorbis, es un péptido de 26 aminoacidos con 4 residuos de
cisteina; presenta actividad inhibitoria sobre el canal de potasio Ky1.6 y sobre los

subtipos muscular y neuronal a334 del RnACh.

2.2.3.4. aM-conotoxinas

La familia aM también presenta una conotoxina que tiene actividad inhibitoria para
un canal iénico activado por voltaje y para un receptor ligando dependiente, tiene un arreglo
de cisteinas CC-C-C-CC (Favreau et al., 2012; ConoServer, 2022).

- aCnllIC de C. consors es un péptido de 23 aminoacidos con 4 residuos de
cisteina; tiene actividad inhibitoria sobre los canales de sodio Nay 1.2 y 1.4 y sobre
el subtipo neuronal a3p4 del RnACh.
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2.2.3.5. aT-conotoxinas

La familia aT de conotoxinas tienen un arreglo de cisteinas CC-CC y cuenta con una
conotoxina (Wang et al., 2014; ConoServer, 2022).

- aTxVC de C. textile, es un péptido de 14 aminoéacidos con 4 residuos de

cisteina y presenta actividad sobre los subtipos a4p2 y a3p2.

2.2.3.6. aC-conotoxinas

La familia aC de conotoxinas tiene un arreglo de cisteina C-C teniendo como
peculiaridad el poseer un solo puente disulfuro, hasta hoy solo se ha caracterizado una

conotoxina (Jiménez et al., 2007; ConoServer, 2022).

- aC-PrXA de C. parius, es un péptido de 32 aminoacidos con 2 residuos de

cisteina; presenta actividad inhibitoria sobre los dos subtipos musculares.

2.2.3.7. aO1-conotoxinas

La familia aO de conotoxinas presenta una conotoxina que tiene un arreglo de
cisteinas C-C-C-C (Luo et al., 2015; ConoServer, 2022).

- aO-GeXIVA de C. generalis, es un péptido de 28 aminoéacidos con 4 residuos

de cisteina; presenta actividad sobre el subtipo a9a10.

2.2.3.8. aD-conotoxinas

La familia aD de conotoxinas tiene un arreglo de cisteinas C-CC-C-CC-C-C-C-C, su
caracteristica principal es que forman dimeros (homo-, pseudohomo- y heterodimeros).

Actualmente se han caracterizado 7 conotoxinas.
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- aD-VxXIIA, aD-VxXIIB y aD-VxXIIC de C. vexilum, sus cadenas
mondmericas son de 47 amino&cidos y 10 residuos de cisteina; presentan actividad
sobre los subtipos a7, a3B2 y a4p2 (Loughnan et al., 2006).

- aD-Cp de C. capitaneus, es un péptido cuya cadena monomérica es de 48
aminodcidos y 10 residuos de cisteina; presenta actividad sobre los subtipos a7,
a3p2 y a4p2 (Kauferstein et al., 2009).

- aD-Ms de C. mustelinus, es un péptido cuya cadena monomeérica es de 48
aminoacidos y 10 residuos de cisteina; presenta actividad sobre los subtipos a7,
a3p2 y a4p2 (Kauferstein et al., 2009).

- aD-GeXXA de C. generalis, es un péptido cuya cadena monomérica es de
46 aminoacidos y 10 residuos de cisteina; presenta actividad sobre el subtipo a9a10
(Yang et al., 2017).

- aD-PiXXA de C. princeps, es un péptido cuya cadena monomeérica es de 50
aminoacidos y 10 residuos de cisteina; presenta actividad sobre el subtipo a7
(Hernandez-Samano et al., 2019).

- aD-FrXXA de C. fergusoni, la cual se detalla en el presente trabajo.

2.3. Acetilcolinay receptores de acetilcolina

2.3.1. Acetilcolina

La acetilcolina (ACh) es un neurotransmisor conocido en los sistemas nervioso
central y periférico de vertebrados e insectos. La mayoria del conocimiento sobre su sintesis
y metabolismo deriva de su estudio en mamiferos (Tucek, 1982; Tucek, 1988).

Se sintetiza principalmente por la enzima colina acetiltransferasa (ChAT) en el
sistema nervioso central, y tanto por ChAT como por la carnitina acetiltransferasa (CarAT)
en el sistema periférico. Se degrada por la acetilcolinesterasa (AChE) en las uniones
neuromusculares y neuroefectoras, y por la butirilcolinesterasa, conocida como

colinesterasa, en plasma, higado y elementos neuronales (Tu¢ek, 1982; Tucek, 1988).

Ademas, se ha identificado en varios tejidos no neuronales de especies de

mamiferos, como lo son linfocitos, epitelios mucocutaneos, células epiteliales
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gastrointestinales, respiratorias y urogenitales, placenta, células amniéticas y células

endoteliales vasculares (Horiuchi, 2003).

2.3.2. Receptor nicotinico de acetilcolina

Los receptores nicotinicos de acetilcolina son miembros de la superfamilia de
receptores de asa de cisteina (Cys-loop) que son ligando dependientes a
neurotransmisores, en los que se incluyen los receptores de serotonina (5-HT3,5-
hidroxitriptamina), el de AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico) el
de GABAa-c(acido y-aminobutirico) y el de glicina, que participan en una variedad de
funciones fisiolégicas, incluida la regulacion de la excitabilidad neuronal y la liberacién de
neurotransmisores (Wu y Lukas, 2011; Dineley et al., 2015).

Jean-Pierre Changeux realiz6é el aislamiento, purificacién y secuenciacién de la
proteina correspondiente al RnACh muscular del 6rgano eléctrico del pez Torpedo
marmorata. Desde entonces, comenz6 un mayor y riguroso estudio sobre este receptor
(Changeux et al., 2009).

Estan ampliamente distribuidos en todo el sistema nervioso central y periférico; asi
como en el sistema inmunitario y diversos tejidos periféricos (Wu y Lukas, 2011; Dineley et
al., 2015) (Figura 6).
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Figura 6. Distribucién de los distintos subtipos de RnACh en el cuerpo humano

(Imagen modificada de Rollema et al., 2015).

Los receptores nicotinicos se componen de: cinco subunidades que constan de 450
a 700 aminoéacidos, un largo dominio extracelular N-terminal, cuatro dominios o hélices
transmembrana de unos 20 aminoacidos cada uno denominados M1, M2, M3 y M4, un largo
dominio citoplasmatico y un dominio extracelular C-terminal (Changeux et al., 2009; Mari y
Tytgat, 2010). Los dominios extracelulares de las cinco subunidades se pliegan y
ensamblan en el dominio extracelular hidrofilico formando asi el sitio de unién a ACh, siendo
los segmentos M2 lo que quedan en la cara interna del receptor y forman el poro del canal
(Figura 7) (Changeux et al., 2009).
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El primer gen identificado fue de la subunidad a1 del receptor muscular. Desde
entonces, se han identificado diecisiete genes que codifican para distintas subunidades del
RnACh (a1 - a10, B1 - B4, vy, 8 y €) en genomas de mamiferos y en humanos (Lukas et al.,

1999; Daniy Bertrand, 2007; Wu y Lukas, 2011).

Dominio

extracelular
o

de union al

ligando
I

Dominio

transmembrana

~155nm

Dominio
intracelular

v

a

Figura 7. Estructura del RnACh. Dominios que presenta el receptor y en cual de ellos se
encuentra el sitio de union al ligando (izquierda); vista superior del receptor y de las cinco
subunidades que lo componen formando el poro del canal (derecha) (Imagen modificada
de Changeux et al., 2009).

Existen como pentdmeros en complejos homoméricos que se forman por cinco
subunidades iguales o heteroméricos, siendo estos los mas comunes al contener dos o0 mas
tipos de subunidades diferentes (Lukas et al., 1999; Wu y Lukas, 2011) (Figura 8). En el
caso de los receptores homopentameéricos, el sitio de union al ligando (acetilcolina) se da
entre dos subunidades a y, en el caso de receptores heteropentaméricos, el sitio de union
al ligando se situa en la interfaz entre las subunidades a- y las no a-. Para ambos casos, es

necesaria la union de dos moléculas de ACh para activarse (Mariy Tytgat, 2010).
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Figura 8. Homdmeros y heter6meros del RnACh (Imagen modificada de News-

Medical.net).

Los subtipos de RnACh se nombran de acuerdo con las subunidades que los
componen, y se utiliza un * para indicar otras posibles subunidades de ensamblaje. Aunque
muchos subtipos son tedricamente posibles, parece haber limitaciones en el nimero de

combinaciones viables de las subunidades (Lukas et al., 1999; Wu y Lukas, 2011).

Las subunidades filogenéticamente antiguas, como a7 o a9 pueden formar
homopentameros funcionales; sin embargo, esta uUltima presenta actividad modesta en
forma homomérica y mejora cuando se ensambla con la subunidad a10 para formar un

ensamblaje binario (Wu y Lukas, 2011).

Los estudios de expresion heterdloga sugieren que las subunidades a2, a3, a4 o0 a6
pueden combinarse de forma binaria con las subunidades B2 o B4 para formar el sitio de

union al ligando y/o sitios funcionales. Mientras que las subunidades 3 y a5 no pueden
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formar RnACh solos o con otro tipo de subunidad, pero son capaces de integrarse en

complejos binarios para formar complejos ternarios (Wu y Lukas, 2011).

También, se puede tener la formacion de complejos cuaternarios que contienen mas
de una de las subunidades a2, a3, a4 o a6 o que contienen ambas subunidades y mas de
una subunidad 8 (por ejemplo, a4a6p2B3- 0 a3p2B4a5-. Los nAChRs de tipo muscular son
complejos cuaternarios compuestos por las subunidades a1, 1, 3 y vy, (fetal) o ¢ (adulto)
(Wu y Lukas, 2011).

En el cerebro, los subtipos predominantes son los a7, a4B2 y a3B4; sin embargo,
existen otros RNACh menos abundantes y pueden desempefiar funciones fisioldégicas
importantes (Wu y Lukas, 2011; Dineley, 2015) (Figura 9).

Corteza Hipocampo
04P2, c4a5p2, 042, ado5B2, 0432, 03p4,
o7 o3p4, o7 o3pB3p4, o7

Bulbo Glandula Pineal

Olfatorio o7, o334
04p2, o7 /
Cerebelo
: 04p2, 03p4”,
o 2 o7, o3p2*
03p4, 06p233
Cuerpo s Py ——  Medula Espinal

Estriado
04P2, 0405p2,
06b2B3, 0604p2p33

o4B2, a3p2*, o7

: Nucleo dorsal

: del Rafe
A : a4p2
o4p2, o7 a4P2*, 02p2%,

04f2, 07  Substancia negra aBROppar

ventral tegmental area
o4B2, adasp2, 03p4*,06B2B3%, o7

Figura 9. Distribucion de los distintos subtipos de RnACh en el encéfalo de rata

(Imagen modificada de Gotti et al., 2006).

Todos los RnACh muestran permeabilidad a varios cationes, como Na*, Ca?"y K*,

siendo los subtipos a7 y musculares los que muestran la mayor permeabilidad para el Ca?*
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(Dang et al., 2016). Es por ello que, con la activacion de los RnACh en las fibras musculares,

inicia una cascada que conduce a la contraccién muscular (Changeux et al., 2009).

El conocimiento del RnACh, los avances en farmacologia, y su papel en la patologia
de distintas enfermedades, han aumentado el interés por estos receptores para actuar
como posibles blancos farmacolégicos a una serie de trastornos psiquiatricos, neurolégicos

y periféricos; como lo son (Changeux et al., 2009; Hurst et al., 2013):

- Miastenia gravis (RnACh musculares).

o Adiccion al alcohol (RnACh a4p2, a7 o a3[34).
- Dolor (RnACh 0432 y subunidades a3, a4, a5, a7, B2 y 4).
@ Inflamacién (RnACh a7).

- Depresion (RnACh a4B2, a7 o a334).

g Déficit de atencién (RnACh a432).

- Epilepsia (RnACh a7).

g Esquizofrenia (RnACh a7).

@ Parkinson (RnACh a4p32 y/o a6*).

g Alzheimer (RnACh a7 y a4p2).

2.4. Conus fergusoni

Se sabe que hay alrededor de 70 especies de caracoles Conos habitan aguas
mexicanas, distribuidos en la provincia Panamica (costa del Océano Pacifico), y Costa
Caribefa (costas del Golfo de México y del Mar Caribe) (Lopez-Vera et al., 2006), una de

ellas es Conus fergusoni, especie descrita por Sowerby Ill en 1873.

Su distribucién va al norte desde Bahia Tortuga, Baja California y Guaymas, Sonora
en México y en el sur hasta la Isla Lobos de Afuera en Peru. Incluso, aunque no es comun,
se han encontrado especimenes colectados en las Islas Galapagos (FiguralQ) (McLean y
Nybakken, 1979).
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Figura 10. Mapa de distribucién de Conus fergusoni (UICN, 2013).

Con un tipo de alimentacion vermivora, C. fergusoni habita zonas neritico marina
con profundidades que van desde los 0 a 200 metros de profundidad en fondos blandos,
como lo son los sustratos fangosos y fangoso/arenoso submareales; sin embargo, muchas
partes de su distribucion se conocen solo debido a la captura por draga. (Paredes et al.,
2010; Tenorio et al., 2012).

La descripcion de C. fergusoni indica que posee una concha grande de longitud
méxima de 153 mm, con 12 a 13 espirales, una espira baja 0 moderadamente elevada,; el
contorno de la espira es concavo en los ejemplares jovenes y casi recto en adultos. Hombro
fuertemente angulado en ejemplares jévenes y menos angulado en los adultos. La
presencia de coronaciones es clara hasta que la concha llega a medir 50 mm; en
organismos de mayor tamafio son indistintas y onduladas. Presenta una superficie lisa

excepto por 10 a 15 estrias en el tercio inferior del espiral, y cuenta con una abertura de la
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misma anchura en todo el cuerpo y conforme al perfil del espiral. El opérculo es romo y

unas 4 veces mas largo que ancho (McLean y Nybakken, 1979).

En juveniles, la concha es de color amarillo/anaranjado claro, mas palido en los
ejemplares de tamafio medio y finalmente se desvanece a blanco en ejemplares adultos. El
periostraco es delgado y de color claro en los ejemplares juveniles y grueso y de color
marrén oscuro en los adultos (McLean y Nybakken, 1979) (Figura 11A).

A

Figura 11. Concha y diente radular del caracol de C. fergusoni; (A) concha de
organismo adulto recubierta por el periostraco; (B) esquema y fotografia del arpén (diente

radular) de C. fergusoni (Imagen de Ortiz-Arellano, 2014).

El diente radular en los organismos adultos, es largo y termina en una cuspide
puntiaguda o redondeada; presenta dos barbas, una en la punta, la otra en el lado opuesto;
hoja y cintura ausentes, base agrandada, redondeada, con un espolén puntiagudo (Figura
11B).

Desde 2011 es considerada como “preocupacion menor” en la lista roja de especies
de la UICN. Esta categoria se debe en parte a que no hay literatura disponible sobre la
poblacién de la especie y, por consiguiente, no se tienen medidas para su conservacion
(Tenorio et al., 2012; UICN, 2013).
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2.4.1. Estudios previos de C. fergusoni

La especie Conus fergusoni esta reportada en articulos cientificos como el de McLean
y Nybakken (1979) donde se mencionan su distribucion principalmente y las caracteristicas
morfolégicas del organismo; de igual forma es nombrada en diferentes bases de datos
como lo es WoRMS, CONABIO o la UICN, las cuales también indican esta informacioén; en
algunos otros, se habla sobre su clasificacion taxondmica y las actualizaciones que

presenta.

Sin embargo, pese a no haber ningun articulo donde se haga mencion del estudio de
las conotoxinas que posee, se han realizado estudios con el veneno de esta especie.

Existen tesis realizadas donde:

@  Se evalla la actividad antagénica del veneno en canales de potasio
(Martinez-Hernandez, 2016).

@  Se analizan bioquimicamente algunos de los componentes del veneno
(Lievano-Beltran, 2017).

@  Se evalla el efecto del veneno sobre la modulacién de corrientes de
receptores nicotinicos de acetilcolina (Rodriguez-Ruiz, 2017).

@ Se analiza el veneno desde una perspectiva ecoldgico/bioinformatica
(Montiel-Reyes, 2021).

@  Se modifica la técnica utilizada para optimizar el fraccionamiento vy

repurificacion de un componente hidrofilico del veneno (Baez-Cruz, 2022).

Como parte de los resultados de Rodriguez-Ruiz (2017) una de las fracciones del
veneno de C. fergusoni, presentdé modulacion de las corrientes en los subtipos neuronales
a7 y a4B2 del RnACh. Esta fraccion fue llamada Fr5A; sin embargo, su caracterizacion
bioquimica (secuencia) no logré ser completada y al haberse identificado actividad en
algunos subtipos del RnACh, se planteé el identificar su posible actividad sobre otros

subtipos.
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3. JUSTIFICACION

Estudios previos mostraron que el péptido Fr5A del veneno de C. fergusoni presentd
actividad moduladora sobre receptores nicotinicos de acetilcolina. Es por ello que, en este
trabajo, se busca realizar la caracterizacion quimica del péptido, ademas de determinar su
especificidad sobre estos receptores dado que pudiera servir como una herramienta
molecular para el estudio del sistema nervioso, ademas de poseer un potencial uso

farmacoldgico.
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4. HIPOTESIS

La mayoria de las conotoxinas estudiadas con efecto sobre receptores nicotinicos
de acetilcolina presentan diferente afinidad dependiendo del subtipo en el cual sean
evaluadas; por ello, la afinidad que presente la conotoxina Fr5A sera diferente para cada

subtipo del receptor nicotinico de acetilcolina.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

€  Caracterizar bioguimica y funcionalmente la conotoxina Fr5A del veneno

de C. fergusoni.

5.2. Objetivos particulares

€@  Completar la secuencia primaria de aminoacidos de la conotoxina Fr5A.
@  Determinar la selectividad de Fr5A mediante su ensayo sobre diferentes

subtipos de receptores nicotinicos de acetilcolina
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6. MATERIAL y METODOS

6.1. Material biologico

Durante este proyecto se utilizaron dos lotes de veneno de la especie de caracol
marino Conus fergusoni (Figura 12). El primer lote de veneno pertenecié al resto de un
material asilado previamente a partir de 4 ejemplares. El segundo lote fue obtenido a partir
de 5 caracoles que se encontraban almacenados a -70°C en el laboratorio. Para ambos

lotes se utilizaron ejemplares colectados en las costas de Mazatlan, Sinaloa, México, todos

ellos organismos adultos y sin diferenciar sexo.

Figura 12. Concha de caracol C. fergusoni. Se ejemplifica uno de los organismos

utilizados en este estudio.
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6.2. Obtencidn del veneno

Para obtener los conductos venenosos, se disecaron los caracoles sobre una cama
de hielo para evitar la desnaturalizacion de los componentes de veneno. Una vez obtenidos
los conductos (Figura 13), se coloco cada uno de ellos en tubos Eppendorf con 1 mL de
solucion de extraccion: acetonitrilo (ACN) al 40% y &cido trifluroacético (TFA) al 2% y se

mantuvieron a 4 °C por un dia hasta su maceracion.

e _n\(w t

Figura 13. Conducto venenoso disecado. Se observa la probdscide, el conducto y el
bulbo.

Los conductos venenosos se juntaron en un solo tubo, el cual se llevo a 10 mL de
solucién de extraccion, y se maceraron con un homogenizador (Tissue Tearor 985370,
BioSpec Products), en la velocidad seis, hasta que se observd que el tejido se habia
disgregado en su totalidad. Durante todo el procedimiento el tubo con los conductos

venenoso se mantuvo en hielo para evitar la desnaturalizacion de los componentes.
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El extracto obtenido se colocé en tubos Eppendorf de 2 mL y se centrifugd a 14,000
g, durante 15 minutos. El sobrenadante (como la fraccién rica en péptidos) se conservo,

decantandolo en tubos Eppendorf de 1.5 mL.

La cuantificacion del veneno se realiz6 con un Nanodrop (Implen NanoPhotometer
NP80) mediante lecturas a una longitud de onda de 280 nm. Posteriormente, todas las
muestras colectadas fueron liofilizadas en un evaporador centrifugo (Speedvac

concentrator, ThermoElectron Corporation).

6.3. Fraccionamiento del veneno total por cromatografia

liquida de alta resolucion en fase reversa

Los componentes del veneno total se fraccionaron mediante cromatografia liquida
de alta resolucion en fase reversa (CLAR-FR), la cual es mas comuinmente conocida por
sus siglas en inglés como RP-HPLC (Reverse Phase — High Performance Liquid
Chromatography) y como serd nombrada de aqui en adelante, utilizando una columna
analitica de silice Vydac C18 (4.6 mm x 250 mm, tamafio de particula 5 um, 300 Armstrong
tamafo de poro), provista con una pre-columna de silice (218TP54, 4.6 x 10 mm, 5 um de

tamano de particula).
Las soluciones ocupadas fueron:

@ Fase movil A: TFA al 0.1% y H>O grado HPLC.
B Fase movil B: TFA al 0.085%, ACN al 90% y H.O grado HPLC.

El gradiente de elusién consistié de un paso isocratico al 5% de fase movil B durante
5 min y, posteriormente un gradiente lineal de 5-100% de fase mévil B en 95 min con un
flujo de 1 mL/min. El perfil cromatogréfico de los péptidos presentes en el extracto se

determindé con un detector de UV a 220 y 280 nm.

Con el primer lote de veneno, se realizaron 9 analisis cromatogréficos inyectando
en cada uno 8 mg de veneno crudo disuelto en solucion de extraccion. La colecta se realiz6
de manera manual, colectando el veneno por fracciones de 5 minutos, siendo un total de

12 fracciones.
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Con el segundo lote de veneno, se realizaron en total 16 andlisis cromatograficos.
En los primeros 10 se inyectaron por analisis 8 mg de veneno crudo, disuelto en solucién
de extraccion. Los siguientes 6 se realizaron inyectando en cada uno 10 mg de veneno
crudo disuelto en fase movil A. En ambos casos, se colecté cada sefial del cromatograma

de manera manual. Todas las muestras colectadas se liofilizaron.

6.4. Subfraccionamientos del veneno por RP-HPLC

El subfraccionamiento de las muestras de interés del veneno de Conus fergusoni,
se realiz6 utilizando el sistema RP-HPLC con la columna y condiciones sefialadas en la
seccion anterior.

Para la separacién de los péptidos del primer lote de veneno, se utilizé:

- Elusion isocratica de 5 minutos al 20% de fase moévil B, seguido de un

gradiente lineal de 20% a 35% de fase movil B en 45 minutos.
Para el segundo lote de veneno, se utilizé:

- Elusién isocratica de 5 minutos al 17% de fase moévil B, seguido de un

gradiente lineal de 17% a 37% de fase movil B en 65 minutos.

6.5. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas fue hecha en el Laboratorio de Servicios Analiticos del
Instituto de Quimica/lUNAM a través del Dr. Arreguin Espinosa de los Monteros. Todos los
analisis se realizaron en un espectrometro de masas marca Bruker Microflex con MALDI-

tiempo de vuelo (MALDI-ToF) para realizar los todos andlisis.

Para ello, se us6 una placa de 99 pozos con una matriz de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (CHCA), con 40% ACN y 0.1% TFA. Los calibradores fueron Angiotensina
II, Melitina y Citocromo C.
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Se colocaron 2 pmol de muestra en 5 pl de matriz y de ahi se tomaron 2 pl para
poner en la placa. Hecho esto, la matriz se dej6é secar por unos minutos en la campana de
extraccion; posteriormente, la placa se introdujo en el espectrometro y se realizé la lectura
utilizando el Software FlexControl con el método ProMit. Se obtuvieron los espectros de
masas con ayuda del programa FlexAnalysis se delimité a voluntad el rango de m/z para
determinar el i6bn molecular mas abundante; asimismo fue posible marcar sefiales

minoritarias.

6.6. Determinacion de la secuencia

6.6.1. Método de Degradacion de Edman

La secuencia por la técnica de degradacion de Edman fue realizada en el
Departamento de Medicina Molecular y Bioprocesos del Instituto de Biotecnologia
(IBt)/UNAM, en Cuernavaca por medio de los Doctores Lourival Possani Postay y Fernando
Zamudio. Se utilizaron 2 nmol de las muestras para ser procesadas utilizando un
secuenciador automatico de proteinas (PPSQ-31A Protein Sequencer, Shimadzu Scientific

Instruments).

El célculo de los nmol se realiz6 de dos formas. La primera, haciendo la relacién del
area bajo la curva obtenida por RP-HPLC para 5 nmol de la conotoxina a-RgIA sintética

(16,829,353 unidades) respecto al area obtenida con la muestra de interés.

La segunda, fue cuando ya se conté con el peso molecular de la muestra, se
considero el peso en miligramos para asi poder tener un valor mas preciso de los nmoles
totales. Esto se realiz6 partiendo de que 5 nmol de RgIA equivalen a 7.8 ug y el valor del
area bajo la curva es de 16,829,353 unidades. Este calculo permitié obtener la cantidad de
microgramos que cada muestra tiene en relacion con su area bajo la curva; posteriormente,

este valor se dividi6 entre el peso molecular (en kDa) obtenido por los espectros de masas.
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6.6.2. Transcriptomica

La secuencia por transcriptémica fue realizada en el Department of Biochemistry por
medio del Dr. Baldomero Olivera en colaboracion con la Dra. Helena Safavi en la
Universidad de Utah, Salt Lake City, EUA.

Se utilizé el conducto venenoso de un organismo del segundo lote, el cual fue
almacenado en solucién RNAlater (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) y, enviado para su

procesamiento.

6.7. Reduccién y alquilacion parcial de cisteinas

6.7.1. Método utilizado por Loughnan et al., 2006

Del péptido con actividad, se tomaron 5 nmol (a partir del primer calculo) que fueron
reducidos en presencia de 10 mM de TCEP (Tris(2-carboxietil) fosfina clorhidrato), 50 mM
de acetato de amonio (pH 4.5) y 10% de ACN, a 37 °C por una hora.

Posteriormente, el péptido fue alquilado con 20 mM de N-etilmaleimida (NEM) a 37

°C por una hora.

El péptido reducido y alquilado fue purificado por RP-HPLC con un gradiente de 20-
35% de fase mévil B en 80 minutos con un flujo de 1 mL/min, con una lectura de longitud
de onda a 220 y 280 nm.

6.7.2. Método utilizado por Aguilar et al., 2006

Del péptido con actividad, se utilizaron 2.5 nmol (a partir del primer calculo) para la
reduccién parcial. Se utilizé6 amortiguador desnaturalizante: 0.1 M de citrato de sodio con [6
M] de clorhidrato de guanidina (pH 3.0) y 0.1 M TCEP, a temperatura ambiente por 15

minutos.
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Posteriormente, fue alquilado con 0.1 M NEM a temperatura ambiente por 30

minutos.

El péptido reducido y alquilado se diluydé con 10% fase maovil B y fue purificado
utilizando RP-HPLC con una elusion isocratica de 5 minutos al 5% de fase movil B y
posteriormente, un gradiente lineal de 5-95% de fase mavil B en 95 minutos con un flujo de

1 mL/min, con una lectura de longitud de onda a 220 y 280 nm.

6.8. Reduccion y alquilaciéon total de cisteinas

6.8.1. Método reportado por Aguilar et al., 2006

Del péptido con actividad, se utilizaron 4 nmol (a partir del primer célculo) para la
reduccion total de cisteinas. Se utiliz6 0.1 M de Tris HCI disuelto en clorhidrato de guanidina
[6 M] (pH 8.0) y 50 mM de ditiotreitol (DTT), a 65 °C por 25 minutos.

Para la alquilacion se utilizo 4-vinil piridina (4-VP) y se desplazo el aire del tubo con

nitrégeno. Se incub6 a temperatura ambiente por 18 horas en oscuridad.

El péptido reducido y alquilado se diluyé con 5% de fase movil B y fue purificado
usando RP-HPLC con una elusién isocratica de 5% fase movil B por 20 minutos v,
posteriormente, un gradiente lineal de 5-100% fase movil B en 100 minutos con un flujo de

1mL/min y con una lectura de longitud de onda a 220 y 280nm.

6.8.2. Protocolo elaborado paralareduccién y alquilacion total

Se realiz6 una revision de articulos donde se realizé la reduccion y alquilacién total
de diferentes péptidos. La bibliografia utilizada para esta parte de muestra en el Anexo |,

con base en ella, se elabor6 el siguiente protocolo.

De los péptidos con peso de +11 kDa, se utilizaron 22 nmol (a partir del segundo
célculo) para la reduccion total de cisteinas. Se usaron 100 uL de [0.1 M] Tris HCI con 100
mg de Clorhidrato de guanidina (pH 8.0), 45 pL de [50 mM] DTT, a 65°C por 25 minutos.
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Para la alquilacion se utilizaron 4 pL de 4-VP. Se incub6 a temperatura ambiente por

18 horas en oscuridad.

El péptido reducido y alquilado se diluyé con agua y fue purificado usando RP-HPLC
con una elusion isocratica de 5% fase movil B durante 70 minutos y, posteriormente, un
gradiente lineal de 5-35% fase movil B en 90 minutos, seguido por un gradiente de 35 a
100% B en 65 minutos y finalmente una elusion isocratica con 100% de fase moévil B por 10
minutos (regresando después de esto a condiciones iniciales y equilibrio), con un flujo de 1

mL/min y una lectura de longitud de onda a 220 y 280 nm.

6.9. Propagacion de subunidades de receptores nicotinicos

de acetilcolina

El cDNA que codifica las distintas subunidades de los RnACh fue provisto

amablemente por el Dr. Michael Mcintosh de la Universidad de Utah.

e Musculares de rata: a1, B1,vy, 0, y €.
- Neuronales humanos: a2, a3, o4, a7, 2, B3, y p4.

La propagacion de los plasmidos de estas subunidades se realizd mediante la

transformacién de células competentes de la cepa XL1 Blue de E. coli.

Se hizo mediante la siembra de 100 pl de bacterias con 400 pl de medio SOC, en
cajas de Petri con medio LB agar/ampicilina, dejandose incubar toda la noche a 37 °C
(Figura 14). Al dia siguiente, se tom6 una colonia de bacterias y se sembré en tubos Falcon

de 15 mL con 4 mL de medio LB liquido/ampicilina, y se dejé incubar toda la noche a 37°C.

Para obtener y purificar el DNA proveniente del cultivo de bacterias, se utilizé y siguio
el protocolo del Kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega). La

cuantificacion del cDNA se realiz6 mediante un nanodrop (Nanodrop 2000Thermo Fisher).
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Figura 14. Cultivo de células XL1-Blue. Crecimiento de colonias en agar LB posterior a

incubarse a 37°C toda la noche.

6.10. Transcripcion in vitro

El cDNA de las subunidades neuronales (con excepcion del subtipo a7) se linearizé
utilizando la enzima Not | y se purificé con el kit EZ-10 Spin Column PCR Purification Kit
(Bio Basic).

La transcripcion de todas subunidades neuronales se llevo a cabo utilizando 2 pL de
la enzima T7 Ambion mMessage mMachine, bajo el protocolo del mMessage mMachine Kit

(Applied Biosystem) y la purificacion se realizo con el kit RNeasy Mini Kit (QIAGEN).

La cuantificacién del RNA se realiz6 en el Nanodrop 2000.

6.11. Obtencién de ovocitos

Se realizaron microcirugias a ranas hembras de la especie Xenopus laevis para la
obtencibn de ovocitos. Estas fueron previamente anestesiadas con tricaina

metanosulfonato (MS-222) al 2% (pH 7-7.3) durante 30 minutos aproximadamente.

La incisién se realiz6 en la parte ventral de la rana (Figura 15).

37



Figura 15. Microcirugia a hembra adulta de Xenopus laevis. (A) incision realizada y
extraccion de ovocitos, (B) cierre de la incisién realizada en el musculo, (C) cierre de la

incision realizada en la piel de la rana.

Los ovocitos extraidos (Figura 16) se colocaron en tubos Falcon de 50 mL con medio
OR-2 (NaCl 82.5 mM, KCI 2.5 mM, MgCl. 6H-.0 1 mM, HEPES 5 mM; pH 7.5 ajustado con
NaOH [10 NJ), en el cual se lavaron al menos 5 veces con 40 mL de medio para eliminar

impurezas.

Figura 16. Ovocitos de rana X. laevis recién extraidos. Se observa que posterior a la

extraccion, se obtienen ovocitos en diferentes estadios.
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Para quitar la cubierta folicular de los ovaocitos, a 20 mL de medio OR-2 se afiadieron
1.15 mg/mL de Colagenasa de Clostridium histolyticum (Sigma-Aldrich) o bien 0.75 mg/mL
de Colagensa A de Clostridium histolyticum (Roche) y se mantuvieron en agitacién manual
durante media hora a temperatura ambiente.

Posteriormente, los ovocitos se lavaron al menos 5 veces con 40 mL de medio OR-
2 para eliminar la colagenasa y se procedio a la seleccion de estos (Figura 17). De manera
manual, se escogio Unicamente a los ovocitos que se encontraban en estadios de desarrollo
V y VI y se colocaron en solucion extracelular ND96 (NaCl 96 mM, KCI 2 mM, CaCl, 1.8
mM, MgCl; 1 mM y HEPES 5 mM (pH 7.1-7.5 ajustado con 10 N NaOH) con
Penicilina/Estreptomicina (100 U/100 ug) /mL (Sigma) y gentamicina 100 ug/mL (Gibco). Se

mantuvieron en incubacién a 18 °C hasta su uso.

Figura 17. Ovocitos de X. laevis después del tratamiento con colagenasa; (Izquierda)
antes de la seleccion manual; (derecha) ovocitos en estadio V y VI después de la seleccion

y listos para ser inyectados.

6.12. Expresién heterdloga

Un dia posterior a la extraccién de los ovocitos, se realizé la inyeccion de los

subtipos de RnACh de la siguiente manera:

- Muscular (a1)281yd con 2.5 ng de cDNA.
- Muscular (a1),818¢ con 5.2 ng de cDNA.
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- Neuronal a7 y a3B2 con 32.2 ng de RNA.
- Neuronal a4B2 con 18 ng de RNA.

La inyeccion de cDNA se realizo al ndcleo y la de RNA en el citoplasma (Figura 18)
con ayuda de un nanoinyector (Nanoliter 2000, World Precision Instruments).

Dependiendo del receptor, la expresion de corrientes de RnACh se evalu6 de 24 a

72 horas posteriores a la inyeccion.

Figura 18. Inyeccion de ovocito. (A) Inyeccion de RNA al citoplasma. (B) Inyeccion de
DNA al nucleo.

6.13. Ensayos electrofisiologicos

Para confirmar la expresion de los RnACh, se utilizo la técnica electrofisiologica de

fijacion de voltaje con dos electrodos de acuerdo con Cartier et al., 1996. Se utilizaron
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capilares de borosilicato para hacer microelectrodos, los cuales fueron llenados con KCI 3
M. Los ovocitos, previamente inyectados, se colocaron en una cdmara de registro y el
potencial de membrana se fij6 a -70 mV. Estos se perfundieron por gravedad con la solucién
ND96 sin antibiéticos afadidos (Figura 19).

La toma de datos se realiz6 con el programa LabView (National Instruments). Este
fue programado para que las corrientes fueran generadas permitiendo un pulso de 1
segundo de acetilcolina (ACh) cada minuto. La concentracién de ACh utilizada fue diferente
dependiendo del subtipo de RnACh expresado: 200 uM para a7, 100 pM para a3p2 y a432,
10 uM para (a1)810¢ y 1 uM para (a1)81yd.

Figura 19. Registro electrofisioldgico. Ovacito en la cAmara de registro con la técnica de

fijacion de voltaje de dos electrodos.

Para realizar las pruebas de actividad, el flujo de ND96 se detuvo durante 5 minutos
y se pipetearon directamente en la camara ya fueran 3 uL de ND96 (como control) o bien 3
pL de diferentes concentraciones de la toxina y se dejé actuar. Pasados los 5 minutos, se
volvié a activar el flujo de ND96 al igual que los pulsos con ACh.
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En cada ovocito se midi6 la amplitud de la corriente antes y después de
administrarse la toxina y, las diferencias entre ambas corrientes se consideraron como el

porcentaje de inhibicion.

6.14. Curva dosis respuesta

El porcentaje de inhibicibn se obtuvo con los datos de, al menos, 3 ovocitos
(obtenidos de ranas diferentes) para cada una de las concentraciones y asi calcular el

promedio del porcentaje de inhibicion.

Las curvas de concentracion-respuesta se ajustaron a la ecuacion % de respuesta
+ 100[1+ (concentracion de toxina/ICsg) ny], donde ny es el coeficiente de Hill, y los graficos

se obtuvieron con el software GraphPadPrism (version 9.1.0, San Diego, CA, USA).
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/. RESULTADOS

7.1. Fraccionamiento del ler lote de veneno total

Con el fin de tener veneno suficiente del componente de interés, lo primero fue realizar
el fraccionamiento del veneno total de C. fergusoni. Se realizaron 9 analisis cromatograficos
por RP-HPLC; en la Figura 20 se ilustra una de ellas y, en color, el area que corresponde a
cada fraccion que fue colectada en periodos de 5 minutos. Los minutos 60 a 100 del andlisis,

no se muestran debido a que no se observé ninguna sefial durante ese tiempo.

Se colectaron 12 fracciones en cada fraccionamiento, siendo la fraccion F5 aquella

gue cuenta con la muestra de interés.
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Figura 20. Perfil cromatogréafico del veneno total de Conus fergusoni. Paso isocratico

a 5% de fase mavil B y gradiente lineal de 5 a 100% de fase mévil B en 95 minutos con un

flujo de 1 mL/ min, utilizando el detector de UV-VIS a una A de 220 nm. Solo se muestra

una ventana de 0 a 60 min, donde con colores se indica coémo fueron colectadas cada una

de las fracciones, enumeradas de F1 a F12.
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7.2. Subfraccionamiento del ler lote de veneno

Para obtener un componente puro, se realizé el subfraccionamiento de la fraccion F5 'y,
en la Figura 21 se muestra el cromatograma resultante. En este se muestran dos sefales
mayoritarias que eluyeron muy cercanas una de la otra; ambas fueron colectadas de forma

manual y se nombraron F5.Sub7 (azul) y F5.Sub8 (rojo).
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Figura 21. Perfil cromatografico del subfraccionamiento de la fraccion F5 del
veneno de C. fergusoni. Gradiente lineal de 20 a 35% de solucion B en 45 minutos con un
flujo de 1 mL/min, utilizando el detector de UV-VIS a una A de 220 nm. Los colores indican

las sefiales mayoritarias de interés F5.Sub7 (azul) y F5.Sub8 (rojo).

Para una mayor pureza las muestras F5.Sub7 y F5.Sub8 se separaron usando el
mismo gradiente de elusién que para la fraccion F5. La colecta manual permitié recuperar

dos muestras de cada una.
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En la Figura 22(A) se observa el subfraccionamiento de F5.Sub7 que dio como
resultado las muestras 7A (dorado) y 7B (azul), mientras que en la Figura 22(B) se observan

las muestras 8A (naranja) y 8B (verde) provenientes del subfraccionamiento de F5.Sub8.
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Figura 22.  Perfiles cromatograficos de los subfraccionamientos de F5.Sub7 y
F5.Sub8. Gradiente lineal de 20 a 35% de fase mévil B en 45 minutos con un flujo de 1
mL/min utilizando el detector de UV-VIS a una A de 220 nm. (A) Subfraccionamiento de
F5.Sub7; (B) Subfraccionamiento de F5Sub8. Los colores indican las sefiales mayoritarias
de interés (A) 7A (dorado) y 7B (azul); (B) 8A (naranja) y 8B (verde).
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Posterior a su purificacion, las cuatro muestras (7A, 7B, 8A y 8B) se evaluaron
electrofisioldgicamente sobre el RnACh a7. Todas ellas presentaron actividad inhibitoria

sobre el receptor y sus registros de corrientes se muestran en el Anexo |l.

7.3. Determinacion de los espectros de masas del ler lote

de veneno

Por medio del andlisis de masas de MALDI-ToF, se obtuvieron los espectros de
masas para las muestras 7A, 7B, 8A 'y 8B. En la Tabla 3 se resumen los valores m/z de las

4 muestras. En el Anexo lll se aprecian los espectros de masas correspondientes a estas.

Tabla 3. Pesos moleculares (m/z) obtenidos por MALDI-ToF de las muestras 7A, 7B,
8Ay 8B.

2,765.176 3,610.942 4,402.111 5,536.863* 11,078.365

2,770.802 3,688.926 5,535.501* 11,072.749
4,400.109 5,567.990* 11,137.035
3,611.874* 3,991.108 4,427.199 5,593.579 11,132.280

Nota: el signo * indica el ion méas abundante en cada una de las fracciones.

7.4. Secuenciacion. Técnica de degradacion de Edman

De la fraccion 8A, se enviaron 2 nmol (sin reducir y alquilar) para ser secuenciados bajo
el principio de degradacién de Edman. Como resultado, se obtuvo una secuencia de 26
aminodacidos. Como se observa en la Figura 23, en los ciclos 6, 17, 18 y 23 no se registraron
sefiales cromatogréficas (fueron en blanco), por lo que se asumié que corresponden a
residuos de cisteinas. De igual forma, se observé una segunda secuencia con diferencias

en los ciclos 8 y 9, que pudieran ser [S8P]y [T9R].
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Figura 23. Secuencia parcial de aminoacidos de la fraccion 8A obtenida por el
principio de degradacion de Edman. Las letras X en color rojo, corresponden a los ciclos

en blanco que se asume que son posibles cisteinas.

7.5. Fraccionamiento del 2do lote de veneno total

A partir de un segundo lote de caracoles de C. fergusoni, se realizo la diseccion de 5 de
ellos y se obtuvo de veneno crudo un total de 150 mg de proteina. Se utilizaron 80 mg de

veneno disuelto en solucién de extraccién para realizar el fraccionamiento.

Se realizaron 10 analisis cromatograficos en RP-HPLC donde, para optimizar la
obtencion del componente de interés, la colecta manual se hizo por sefiales individuales en
vez de fracciones de 5 minutos como se realizé anteriormente. En la Figura 24(A) se ilustra
una de ellas y, en color naranja se muestra el equivalente al tiempo de retencion de la
fraccion F5 (donde eluye el péptido de interés). En Figura 24(B) se aprecia un aumento al

area de color naranja y como se nombraron las muestras colectadas en esta area.

El resto del veneno crudo se llevé a sequedad y posteriormente fue disuelto en fase
movil A. Se realizaron 6 andlisis cromatograficos en RP-HPLC donde la colecta se realizd
nuevamente por sefales individuales; una de ellas se ilustra en la Figura 25(A) donde, en
color naranja se muestra el equivalente al tiempo de retencién de la fraccion F5. Mientras
que, en la Figura 25(B) se aprecia un aumento en esta area y como se nombraron las

muestras colectadas en esta area.
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Figura 24. Perfiles cromatogréaficos del veneno total de Conus fergusoni, segundo
lote. Paso isocratico a 5% de fase movil B durante 5 min y gradiente lineal de 5 a 95% de
fase mévil B en 95 minutos con un flujo de 1 mL/min, utilizando el detector de UV-VIS a una
A de 220 nm. (A) Veneno total disuelto en solucién de extraccion. El color naranja indica el
tiempo que corresponde a la fraccion F5, donde se encuentra el péptido de interés. (B)
Aumento del &rea que corresponde a la fraccion F5 (minutos 20 a 40); el color azul indica

las sefiales mayoritarias y como fue su colecta.
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Figura 25. Perfiles cromatogréaficos del veneno total de Conus fergusoni, segundo
lote. Paso isocratico a 1% de fase mévil B durante 5 min y gradiente lineal de 1 a 100% de
fase movil B en 105 minutos con un flujo de 1 mL/min, utilizando el detector de UV-VIS a
una A de 220 nm. (A) Veneno total disuelto en fase mévil A. El color naranja indica el tiempo
gue corresponde a la fraccién F5, donde se encuentra el péptido de interés. (B) Aumento

del &rea que corresponde a la fraccion F5 (minutos 20 a 40); el color azul indica las sefiales
mayoritarias y como fue su colecta.
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7.6.

veneno

Identificacion del péptido de interés en el 2do lote de

Para identificar cual de las sefiales colectadas correspondia con exactitud al péptido
con actividad, se enviaron 0.3 nmol de las muestras sefialadas en las Figuras 24(B) y 25(B)

para obtener sus espectros de masas.

En la Tabla 4 se resumen las m/z reportadas en los espectros de masas para el
veneno que fue disuelto en fase movil de extraccion y fase movil A respectivamente y se

indica en color rojo, los pesos que son similares al encontrado para el péptido de interés.

Tabla 4. Pesos moleculares (m/z) obtenidos por MALDIMALDI-ToF de las sefiales

equivalentes ala fraccion F5 disueltas en solucion de extraccion y fase movil A.

2,208.345* 3,231.528  3,445.438  4,767.698 6,311.371 6,968.107

3,216.046  3,445.085  3,883.193* 6,967.480

3,119.843  3,625.125 4,722.911  4,916.096 5,462.269*  10,927.960*
2,722.470  3,076.158  3,624.263  4,923.023 5,263.381*

2,725.070  3,625.370* 5,502.736* 11,005.930*

2,725.311  3,626.285* 5,542.259  11,060.360

2,727.029* 3,612.033  3,994.317 4,037.145 5,538.271 11,089.000
2,725.978* 3,612.142  3,840.405  4,034.790 5,470.423

2,725.905*

3,453.806

3,707.400

3,934.524*

6,966.461

3,123.512  3,641.323  4,726.419  5,266.503* 10,710.914* 10,933.717
11,839.183 12,591.900 13,692.532 14,382.296  15,965.808  21,442.666
3,041.476  3,649.210  4,038.081 4,932.572 5,269.854*
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| 3,629.795 5,268.288* 5,694.265  11,006.272
J 3,624.548*  5,264.270
K 2,012.077  2,736.136  3,608.078  5,534.620*  11,075.988

Nota: Se sefialan en rojo las sefiales con un m/z similar al del péptido de interés. El asterisco (*) indica el ion molecular mas

abundante en cada una de las muestras.

A partir de este momento se utilizé el veneno disuelto en fase mavil A para el resto

de las pruebas y ensayos debido a que se contaba con mayor cantidad de material.

Ademas de tener los espectros de masas, se realizaron registros electrofisiolégicos
a una concentracion de 1.0 uM de las muestras, para identificar actividad inhibitoria sobre
el RnACh a7; es por ello que, en este punto, sélo se realizaron los registros por duplicado.
Se obtuvo que las muestras |, J y K presentaron inhibicion por arriba del 90% sobre este
receptor y de forma irreversible. El resto tuvo actividad por debajo del 70% o bien, no

presento actividad.

Las muestras I, J y K volvieron a fraccionarse para tener componentes puros, los
cromatogramas resultantes se observan en la Figura 26(A) | en color verde, J en color
naranja y Figura 26(B) K en color azul (K1) y rojo (K2) debido a que se colectaron de forma

individual las dos sefiales que presento.
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Figura 26. Perfiles cromatograficos del subfraccionamiento de I, J y K. Paso isocratico
a 17% de fase mévil B durante 5 min y gradiente lineal de 17 a 37% de fase movil B en 65
minutos con un flujo de 1 mL/min, utilizando el detector de UV-VIS a una A de 220 nm. (A)
Subfraccionamiento de | (verde) y J (amarillo); (B) Subfraccionamiento K, separando K1

(azul) y K2 (rojo). Los colores indican las sefiales mayoritarias y como fue su colecta para
obtener sus espectros de masas.
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Se obtuvieron los espectros de masas para las 4 muestras. Los valores se resumen

en la Tabla 5y, en la Figura 27 se muestran los espectros de K1 (A) y K2 (B), losde ly J

se muestran en el Anexo V.
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Figura 27. Espectros de masas de los péptidos semi-purificados de dos de las

fracciones activas. (A) Péptido K1 en una ventana masa/carga que va de los 2,000 a los

12,000; (B) Péptido K2 en una ventana masal/carga que va de los 2,000 a los 20,000.
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Tabla 5. Pesos moleculares (m/z) obtenidos por MALDI-ToF de las muestras I, J, K1y
K2 resultado del subfraccionamiento.

1,812.44 2,313.290  3,591.955* 5,238.923 7,241.673

3,903.081 5,479.732* 11,003.535
2,066.700  3,819.767 5,513.533* 11,074.174
3,741.759 5,481.605* 11,115.118

Nota: El asterisco (*) indica el ion molecular més abundante en cada una de las muestras.

7.7. Secuenciacion. Transcriptémica de C. fergusoni

De un conducto aislado de C. fergusoni, se obtuvieron las secuencias de
aminodacidos que constituyen los transcritos del veneno de esta especie. Entre ellas, se
identificaron tres precursores que contienen secuencias similares a la region de la toxina

madura obtenida por la técnica de degradacion de Edman.

Todas las secuencias estdn compuestas por 92 aminoacidos de longitud que
incluyen la secuencia sefial, una region pro y una toxina madura (Figura 28). Los
precursores 1 y 2 contienen la misma toxina madura; por lo tanto, se refieren como

secuencia 1 (de los precursores 1y 2) y secuencia 2 (del precursor 3).
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Region-Fro

Sefial RE N-terminal
[ : Il l 1
_________ w__ _ __ ____®__ _ ______80_____ ____40_____
Precursor 1 MPELEMMLLVLLILPLSY FDSAGGQAVRVDGHGDGMDRYLORDDR
Precursor 2 MPELEMMLLVLLILPLPY FDVAGGQAVRVDGHGDGMDRYLORDDE
Precursor 3 MPELEMMLILVLLILPLPY FDARGGQAVQGDGHGDGMDRYLORDDR

KEEEEEKEEREEEEEREEKRE _KREk_KEKEEKE k__kRkEkkkEkEkkhkkkk

Pentidqlmadurc

Secuencia 1 EARITCQPRGESKWGRCCLTQMCGNFCCPRY GCRCVYRSGRGHGC SC
Secuencia 2 EARITCOPRGRSEWGRCCLTOMCGNYCCYREGCRCVYHSWRGHGC SC
KKKk KKK KRR R kAR kKRR kAR Rk k- kk - rhkkkkk-h_Khkhkk k¥

Figura 28. Transcriptomica de las aD-conotoxinas presentes en el veneno de C.
fergusoni. Se muestra: en letras negritas los aminoacidos diferentes; * = el mismo
aminodacido; _=aminoacidos de diferente grupo funcional; : = aminoacidos del mismo grupo

funcional.

7.8. Estudio de similitud

Se realiz6 el alineamiento de secuencias para la busqueda de similitud de proteinas
“BLASTp” (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins).

Para la secuencia 1, dio 26 BLAST hits con un valor de E superior a 1e%°. Un porcentaje
de identidad del 69.57% con valor de E de 3e?° y una cobertura de bisqueda del 100%
para el precursor de la superfamilia D de conotoxinas de C. ermineus. Ademas, de tener un
porcentaje de identidad del 65.59% con un valor de E de 2e*" y una cobertura de consulta
del 100% para la conotoxina Cp20.4 de C. capitaneus, y un porcentaje de identidad del
64.13% con un valor de E de 1e®y una cobertura de consulta del 100% para VxXXA de C.

vexillium.
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Para la secuencia 2, se obtuvieron 25 BLAST hits con un valor de E superior a 1le
20 Un porcentaje de identidad del 72.83% con valor de E de 5e* y una cobertura de
busqueda del 100% para el precursor de la superfamilia D de conotoxinas de C ermineus.
Ademas, de un porcentaje de identidad del 67.74% con un valor E de 1e® y una cobertura
de consulta del 100% para la conotoxina Cp20.4 de C. capitaneus, y un porcentaje de
identidad del 61.29% con un valor de E de 7e® y una cobertura de consulta del 100% para
GeXXA de C. generalis.

Considerando que la toxina con actividad pertenece a la superfamilia D de conotoxinas
la cual se forma por dimeros, se decidio realizar la alquilacion y reduccién parcial y total de

cisteinas.

7.9. Reduccion y alquilacion parcial de cisteinas

7.9.1. Método utilizado por Loughnan et al., 2006

Se utilizaron 5 nmol del péptido F5.Sub8 (Figura 21, color rojo) para la reduccion y
alquilacién parcial de cisteinas con el método utilizado por Loughnan et al., 2006. En la
Figura 29 (izquierda) se muestra el cromatograma del blanco de la reaccion y (derecha) el
cromatograma resultado de la purificacién de la reduccion y alquilacién, en este se muestra

en color las sefales mayoritarias de las que obtuvieron los espectros de masas.
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Figura 29. Perfil cromatografico de la reduccion y alquilacién parcial de 5 nmol del
péptido F5.Sub8. Paso isocrético a 20% de fase movil B y gradiente lineal de 20 a 35% de
fase mévil B en 80 minutos con un flujo de 1 mL/min, utilizando el detector de UV-VIS a una
A de 220 nm. (A) Cromatograma del blanco de la reaccion; (B) Cromatograma de la

reduccion y alquilacién parcial de 5 nmol del péptido. Los colores indican como fue la colecta
de las sefiales mayoritarias.
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Los valores m/z para las sefiales mayoritarias p10 (café), p17 (rosa) y p23 (verde)

se resumen en la Tabla 6. De la muestra p21 (amarilla) no se obtuvo espectro de masas.

Tabla 6. Pesos moleculares (m/z) obtenidos por MALDI-ToF de las muestras del
péptido F5.Sub8 reducidas y alquiladas parcialmente por el método usado por
Loughnan et al., 2006.

5,382.576 7,654.525* 8380.135

7,773.168*
5,377.058* 6,567.855 6736.731

Nota: El asterisco (*) indica el ion molecular més abundante en cada una de las muestras.

7.9.2. Método usado por Aguilar et al., 2006

Se utilizaron 2.5 nmol del péptido K para la reduccion y alquilacion parcial de cisteinas
con el método utilizado por Aguilar et al.,, 2006. En la Figura 30 (A) se muestra el
cromatograma resultado de la purificacion de la reaccién y en la Figura 30 (B) el aumento
en el area que corresponde al tiempo de elusion del péptido de interés; en este se muestra
en color las sefiales mayoritarias de las que se obtuvo el andlisis de espectrometria de

masas.
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Figura 30. Perfil cromatogréafico de la reduccién y alquilacién parcial de 2.5 nmol del
péptido K. Paso isocratico a 5% de fase movil B y gradiente lineal de 5 a 95% de fase mavil
B en 95 minutos con un flujo de 1 mL/min, utilizando el detector de UV-VIS a una A de 220
nm. (A) Cromatograma de la reduccion y alquilaciéon parcial de 5 nmol del péptido; (B)
Aumento del &rea que corresponde al tiempo de elucion del péptido de interés (minutos 25
a 40); en colores se indica como fue la colecta de las sefiales mayoritarias y como fueron
nombradas.
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Los valores m/z para las 8 sefiales mayoritarias resultado de la reduccion y

alquilacion, se resumen en la Tabla 7.

Tabla 7. Pesos moleculares (m/z) obtenidos por MALDI-ToF de las muestras
reducidas y alquiladas parcialmente del péptido K por el método usado por Aguilar
et al., 2006.

5,375.713*  6,951.387

2,784.249* 6,918.060 11,025.93
2,811.761* 5,347.483
2,692.711*  3,846.893 4,093.17 5,349.21 6,923.67

3,114.392* 5,342.240 6,927.616
3,059.151* 6,929.786
3,059.329* 6,929.546
3,075.787* 5,353.051

Nota: El asterisco (*) indica el ion molecular més abundante en cada una de las muestras.

Se utilizaron 10 nmol del péptido K para repetir la reaccién; se utilizé el mismo
método, pero se modificd el gradiente a utilizar siendo: 5 minutos de elusion isocratica al
5% de fase mdévil B, seguido por un gradiente lineal de 5-25% de B en 25 minutos, 10
minutos de elusion isocratica en 25% de Sol B y, finalmente, un gradiente lineal de 25-50%

de B en 75 minutos con un flujo de 1 mL/min).

En la Figura 31 se muestra el cromatograma del blanco (azul) y del resultado de la
purificacion de la reaccion (negro); se marcan en color las sefales de las que se obtuvo el

analisis de espectrometria de masas.
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Figura 31. Perfil cromatografico de la reduccion y alquilacién parcial de 10 nmol del
péptido K. Gradiente lineal de 5 a 25% de fase mévil B en 25 minutos, 10 minutos de
elusion isocratica en 25% y, un gradiente lineal de 25-50% de B en 75 minutos con un flujo
de 1 mL/min, utilizando el detector de UV-VIS a una A de 220 nm. En color azul se muestra
el blanco de la reaccién y en color negro de la reduccioén y alquilacion parcial de 10 nmol
del péptido; en colores se indica cémo fue la colecta de las sefiales mayoritarias.

Tabla 8. Pesos moleculares (m/z) obtenidos por MALDI-ToF de las muestras
reducidas y alquiladas parcialmente del péptido K por el método usado por Aguilar
et al., 2006.

- 2,864.217*  3,680.454  3,857.722 5,804.227

3,602.926 4,371.075 5,845.135 6,518.711 7,207.805* 11,598.174

2,863.962*  4,367.036

Nota: El asterisco (*) indica el ibn molecular mas abundante en cada una de las muestras.
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7.10. Reduccion y alquilacion total de cisteinas.

7.10.1. Método usado por Aguilar et al., 2006

Se utilizaron 4 nmol del péptido K para la reduccion y alquilacion total de cisteinas con
el método utilizado por Aguilar et al., 2006. En la Figura 32 se muestra el cromatograma

del blanco (azul) y del resultado de la purificacion de la reaccién (negro).
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Figura 32. Perfil cromatografico de la reduccién y alquilacion total de 4 nmol del
péptido K. Elusién isocréatica de 20 minutos a 5% de fase moévil B seguido por un gradiente
lineal de 5 a 100% de fase mévil B en 100 minutos con un flujo de 1 mL/min, utilizando el
detector de UV-VIS a una A de 220 nm. En color azul se muestra el blanco de la reaccion y

en color negro de la reduccion y alquilacién parcial de 4 nmol del péptido.
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7.10.2. Método obtenido por la revision de articulos

Se realizé un blanco con un método isocratico para identificar Unicamente el tiempo
gue tardaron en eluir los reactivos utilizados en la reduccion y alquilacién total; estos
tardaron aproximadamente 60 minutos en eluir en su totalidad (imagen no mostrada), por

lo cual se decidié que el método isocratico debiera seguir hasta el minuto 70.

Se realizé un segundo blanco utilizando esta vez el gradiente elegido a partir de la
revision; este se observa en el cromatograma de la Figura 33(A) y un aumento en el area

correspondiente a la absorbancia del blanco de reaccion en la Figura 33(B).
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Figura 33. Perfiles cromatogréficos del blanco lareduccién y alquilacion total. Elusion
isocratica de 5% fase moévil B por 70 minutos, seguido de un gradiente de 5 a 35% fase
movil B en 90 minutos, 35 a 100% fase mévil B en 65 min con un flujo de 1 mL/min, utilizando
el detector de UV-VIS a una A de 220 nm. (A) Cromatograma completo del blanco de la
reaccion. (B) Aumento en el eje de las Y hasta una absorbancia de 150 mAU en el blanco

de reaccion.
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La reduccion total y alquilacién de cisteinas se realiz6 con tres muestras de C.
fergusoni. La primera fue la muestra K, que es con la que se habia trabajado anteriormente.
Se realiz6 también la reaccién con las muestras | y J por ser contiguas a esta y por también

presentar inhibicion sobre RnACh.
7.10.3. Reduccion y alquilacion total. Péptido K

Se utilizaron 5.5 nmol del péptido K. En la Figura 34 se muestra el cromatograma
resultado de la purificacién de la reaccion; se marcan con flechas las dos sefiales que fueron

enviadas para obtener su secuencia por la técnica de degradacién de Edman.
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Figura 33. Perfil cromatogréfico de la reduccion y alquilacion total de 5.5 nmol del
péptido K. Elusion isocréatica de 5% por 70 minutos, seguido de un gradiente de 5 a 35%
fase mévil B en 90 minutos, 35 a 100% fase movil B en 65 min con un flujo de 1 mL/min,
utilizando el detector de UV-VIS a una A de 220 nm. Con flechas se sefialan las sefiales

mayoritarias Klra y K2ra.
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7.10.4. Reduccion y alquilacion total. Péptido |

Se utilizaron 4.28 nmol del péptido I. En la Figura 35(A) se muestra el cromatograma
resultado de la purificacion de la reaccidn; sin embargo, como se aprecia la presencia de
muchos componentes (posible contaminacién con J), por ello, se realiz6 una repurificacion
del péptido | y posteriormente se utilizaron 4.25 nmol de este para realizar la reducciéon y
alquilacion total de cisteinas. En la Figura 35(B) se muestra el cromatograma resultado de

la purificacién de la reaccion.
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Figura 35. Perfiles cromatograficos de la reduccién y alquilacion total del péptido .
Elusion isocratica de 5% por 70 minutos, 5 a 35% fase movil B en 90 minutos, 35 a 100%
fase movil B en 65 min con un flujo de 1 mL/min, utilizando el detector de UV-VIS a una A
de 220 nm. (A) Cromatograma de la reaccion de 4.28 nmol del péptido | de veneno crudo;

(B) Cromatograma de la reaccion de 4.25 nmol del péptido | repurificado.
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7.10.5. Reduccion y alquilacion total. Péptido J

Se utilizaron 4.13 nmol del péptido J. En la Figura 36(A) se muestra el cromatograma
resultado de la purificacion de la reaccion; sin embargo, igual que con |, se aprecian muchos
componentes (posible contaminacién con 1); por ello, se realizé una repurificacion del
péptido J y posteriormente se utilizaron 2.14 nmol de este para realizar la reduccion y
alquilacion total de cisteinas. En la Figura 36(B) se muestra el cromatograma resultado de

la purificacién de la reaccion.
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Figura 36. Perfiles cromatograficos de la reduccién y alquilacion total del péptido J.

Elusion isocréatica de 5% por 70 minutos, 5 a 35% fase mévil B en 90 minutos, 35 a 100%

fase movil B en 65 min con un flujo de 1 mL/min, utilizando el detector de UV-VIS a una A

de 220 nm. (A) Cromatograma de la reaccion de 4.13 nmol del péptido J de veneno crudo;

(B) Cromatograma de la reaccion de 2.14 nmol del péptido J repurificado.
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7.11. Reduccion total de cisteinas (Método obtenido por la

revision de articulos)

Con la finalidad de tener una comparacion entre la reaccion completa (reduccion y
alquilacion total) y la reaccién parcial, se llevé a cabo la reduccion de cisteinas de los

péptidos I, Jy K.

Se realizé un andlisis cromatografico con los reactivos utilizados para la reduccion
total de cisteinas (blanco) utilizando el gradiente de elusién de la reduccién y alquilaciéon

total de cisteinas (Figura 37).
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Figura 37. Perfiles cromatograficos del blanco de la reduccién total. Elusion isocratica
de 5% por 70 minutos, 5 a 35% fase mévil B en 90 minutos, 35 a 100% fase movil B en 65
min con un flujo de 1 mL/min utilizando el detector de UV-VIS a una A de 220 nm. (A)
Cromatograma completo del blanco de la reaccion. (B) Aumento en el eje de las Y hasta

una absorbancia de 150 mAU.
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7.11.1. Reduccion de cisteinas. Péptido K

Se utilizaron 2.89 nmol del péptido K. En la Figura 38 se muestra el cromatograma

resultado de la purificaciéon de la reaccion.
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Figura 38. Perfil cromatogréafico de la reduccion total de 2.89 nmol del péptido K.
Elusion isocratica de 5% por 70 minutos, 5 a 35% fase movil B en 90 minutos, 35 a 100%
fase movil B en 65 min con un flujo de 1 mL/min utilizando el detector de UV-VIS a una A

de 220 nm.

7.11.2. Reduccidn de cisteinas. Péptido |

Se utilizaron 3.95 nmol del péptido I. En la Figura 39 se muestra el cromatograma

resultado de la purificacion de la reaccion.
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Figura 39. Perfil cromatografico de la reduccion total de 3.95 nmol del péptido |I.
Elusion isocratica de 5% por 70 minutos, 5 a 35% fase moévil B en 90 minutos, 35 a 100%
fase movil B en 65 min con un flujo de 1 mL/min, utilizando el detector de UV-VIS a una A
de 220 nm.

7.11.3. Reduccion de cisteinas. Péptido J

Se utilizaron 3.78 nmol del péptido J. En la Figura 40 se muestra el cromatograma

resultado de la purificacion de la reaccion.
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Figura 40. Perfil cromatografico de la reduccién total de 3.78 nmol del péptido J.
Elusion isocratica de 5% por 70 minutos, 5 a 35% fase mévil B en 90 minutos, 35 a 100%
fase movil B en 65 min con un flujo de 1 mL/min, utilizando el detector de UV-VIS a una A
de 220 nm.

7.12. Curva dosis-respuesta

Para determinar la afinidad del péptido K, se evalué probd en los subtipos ha?,
ha4B2, ha3B2, m(al)1dy, y m(al)f15e del RnACh. Para generar curvas concentracion-

respuesta, se evaluaron a las concentraciones que se indican en la Tabla 9.

La curva concentracion-respuesta del péptido K sobre los diferentes subtipos de
RnACh se ilustra en la Figura 41. La ICso se encontré en un rango del orden de nM para
todos los subtipos de RnACh, con una afinidad ligeramente superior para el subtipo a7. La
afinidad se encontré de la siguiente manera: a7 (125 nM) > a3B2 (282 nM) > (a1)2B10¢
(351 nM) > (a1)2B1yd (447 nM) > a4B2 (697 nM).
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Tabla 9. Concentraciones del péptido K utilizadas para obtener la ICso de cada subtipo

de RnACh.

125nM 150nM 200nM 300nM 600NnM 1 puM
300nM 600 nM 1 uM 25uM

200nM  300nM 600 nM 1uM

300nM  375nM 450nM 600 nM 1uM

150nM  300nM 600 nM 1uM

100 v
80 — -o- a7
s - 0432
'c 60 =
;‘§’ —A— a332
go 40 ¥ (a1)2B18¢
= —— (a1)2B18y
20
0 1 1
-7.5 -7.0 -6.5 -6.0 -5.5

Log[aD-FrXXA]M

Figura 41. Curva dosis-respuesta del péptido K sobre el RnACh. Subtipos: a7 (ICso =
125 nM), 04B2 (ICso = 697 nM), a3B2 (ICso = 282 nM), (a1)218¢€ (ICs0 =351 nM) y (a1).1yd

(ICs0 = 447 nM) (n = 3 para cada concentracidon; Barras de error = error estandar de Y).

Para demostrar las distintas tasas de disociacion en los diferentes subtipos de

RnACh, evaluamos una concentracion de 600 nM del péptido K (a partir de ahora
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denominado aD-FrXXA) que esta cerca de los valores mas altos de ICso. aD-FrXXA
demostrd diferentes tasas de disociacion, la mas lenta fue para el subtipo ha7 (casi

irreversible) mientras que la mas rapida fue para el subtipo ha42 (Figura 42).

Control Respuesta a toxina y lavado A Control Respuesta a toxina y lavado B

ey e e e e e e e
5 mi 5mi
My = * - me
h a7 h a3p2 L
100 nA I 20 nAL
1 min 1 min
Control Respuesta a toxina y lavado C Control Respuesta a toxina y lavado D
F(rr 5 min & min I'.I I '
I " f
h a4p2 m (al)p1de
20 nA L 100 nAI_
1 min 1 min
Control Respuesta a toxina y lavado E
mr( - mrmmm[
" f

m (al)Blys

100 nA|__
1 min

Figura 42. Registro de corrientes de diferentes subtipos de RnACh antes y después
de su incubacioén con [600 nM] del péptido aD-FrXXA. (A) ha7, (B) ha3p2, (C) ha42,
(D) m(al):B16¢e, y (E) m(al).f18y; a la izquierda, corrientes control generadas por pulsos
de 1 s de 200 mM (A), 100 mM (B 'y C), 10 mM (D) y 1 mM (E) de acetilcolina previo a la
adicion del péptido. A la derecha amplitud de las corrientes al término de los 5 minutos de
incubacién con el péptido, seguido del lavado de la toxina con estimulaciones del agonista
por intervalos de 1 min. // indica que el flujo de ND96 se paré por 5 minutos y se dio la

incubacién con el péptido.
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8. DISCUSION

Durante estudios previos (Rodriguez-Ruiz, 2017) se observd que la fraccion F5 del
veneno de C. fergusoni presentd actividad inhibitoria irreversible sobre el subtipo a7 del
RnACh. Por ello, este proyecto se orientd en la caracterizaciébn bioquimica del
componente(s) que causaba esta actividad, ademas de identificar la selectividad que podia

presentar sobre los diferentes subtipos de RnACh.

Lo primero que se realizé fue el fraccionamiento del veneno total y posteriormente
el subfraccionamiento de la fraccion. Toda colecta de veneno se realizé de manera manual
para evitar la contaminacion con las fracciones y/o sefales adyacentes. Las cuatro sefiales
que resultaron de ello (7A, 7B, 8A y 8B) tuvieron actividad inhibitoria sobre el RnACh a7 de
forma irreversible; en todas ellas se encontraron pesos moleculares en comun, los cuales
fueron de +5,500 y £11,100 Da, como se observo en la Tabla 3. Debido a que los pesos se
obtuvieron por medio de la técnica de MALDI-ToF, es factible que el ion molecular con peso
de 5,500 Da corresponda a una proteina 0 compuesto con carga +2 mientras que el ion
molecular con peso de +11,100 Da sea el mismo compuesto o0 proteina con carga +1.
Considerando esto, mediante la técnica de desconvolucion (ajuste de peso molecular en
funcién el numero de cargas), los valores desconvolucionados para estas muestras se

sefalan en la Tabla 10:

Tabla 10. Pesos moleculares deconvolucionados de 7A, 7B, 8A 'y 8B.

Carga +2 Carga +1 Carga +2 Carga +1
11,071.726  11,077.365 8A 11,133.980 11,136.035
- 11,069.002  11,071.749 8B 11,185.158  11,131.280

Como se puede observar, las fracciones 7A, 7B y 8A, presentan una diferencia de

menos 10 Da entre los valores desconvolucionados de carga +1 y +2, lo cual corrobora el
hecho que, en efecto, el peso de +5,500 sea para el compuesto o proteina carga +2. Para

el caso de 8B, la diferencia es de 53.8 Da, el cual podria explicarse por la presencia de dos
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aductos de sodio que darian nuevamente una diferencia menor a 10 Da, estando en todos

los casos, en el 0.1% del porcentaje de error obtenido con la técnica de MALDI-TOF.

La mayoria de las conotoxinas que tienen actividad sobre RnACh pertenecen a la
Superfamilia A; sin embargo, estos son péptidos pequefios (12 a 20 aminoacidos), por
consiguiente, sus pesos moleculares oscilan los 1,000 a 2,000 Da (Nicke et al., 2004). El
hecho que la conotoxina de interés tenga un peso de +11 kDa, el cual es tan diferente al
encontrado en la superfamilia A, fue la causa de pensar que podia pertenecer a esta
superfamilia, pero contaba con caracteristicas nuevas a las reportadas o bien, pertenecia
a otra superfamilia de conotoxinas con actividad sobre RnACh. Esto hizo adn mas

importante la caracterizacion de la conotoxina de estudio.

Para poder caracterizarla, fue necesario obtener mas veneno; sin embargo, el 2do
lote presenté una cantidad de veneno menor (150 mg totales) respecto al lote previo (240

mg totales) pese a ocupar organismos de tamafo similar.

Debido a la menor cantidad de veneno total obtenida, se decidié6 cambiar la forma
de colectar el veneno; previamente habia sido en fracciones, y a partir del lote 2 fue por
sefales individuales. Esto evitd, al menos, un paso de repurificacion respecto a cuando se

colect6 por fracciones y tuvo la finalidad de perder el minimo de material.

El lote 2 de veneno fue dividido en 2 partes: una parte se liofiliz6 para su uso
posterior, mientras que la otra (disuelta en soluciéon de extraccion), fue usada para el
fraccionamiento tal y como se habia usado previamente y como se reporta en la mayoria
de los protocolos para el fraccionamiento del veneno total de conotoxinas. Sin embargo, la
cantidad recuperada después de la separaciéon para obtener la fraccion F5 del veneno fue
muy pobre; la sefial mas alta del cromatograma, correspondiente al péptido K, no sobrepaso
los 220 mAU de absorbancia (Figura 24) mientras que para el primer lote se habian

observado més de 1,000 mAU para esta sefial (Figura 20).

Por esta razon, se decidié modificar el protocolo y el veneno liofilizado fue disuelto
en fase mdvil A. Si bien se ocuparon 2 mg de veneno crudo mas en cada corrida
cromatogréfica, y por ende ya se esperaba un incremento en la absorbancia registrada para
cada sefial, la cantidad de veneno recuperada fue, al menos, 5 veces mayor. Por ejemplo,
Péptido C: Sol. Extraccién 50 mAU — fase mévil A 600 mAU; Péptido I: Sol. Extraccién 100
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mAU — fase movil A 800 mAU; Péptido K: Sol. Extraccién 200 mAU — fase maévil A 1100
mAU.

Este aumento en la recuperacion de la muestra puede deberse a que los péptidos
de la fraccién F5 de veneno de C. fergusoni corresponden a la parte hidrofilica del veneno
y, al utilizar fase movil A, se disolvieron de mejor forma ayudando a recuperar mayor
cantidad de material, dado que la cantidad de acetonitrilo es de 5% comparado con el 40%
de ACN utilizado en la solucién de extraccion. Durante el fraccionamiento del veneno total
de C. fergusoni a diferentes porcentajes de ACN en la soluciéon de extraccion, es muy
notoria la variacion en la cantidad de material recuperado respecto al porcentaje de ACN
utilizado, en especial en los componentes presentes en la primera mitad del cromatograma

del veneno, los cuales corresponden a los componentes mas polares (Baéz-Cruz, 2022).

Una vez que se obtuvieron los pesos moleculares de las sefiales colectadas
individualmente y con los registros electrofisiolégicos sobre el RnACh a7, se observé que
los péptidos I, J y K son los que presentaron actividad inhibitoria y pesos de 5,500 y
+11,000 Da. Sin embargo, al comparar los tiempos de retencién de F5.Sub7 y F5.Sub8 con
los tres péptidos, fue el péptido K el equivalente al péptido de interés (aunque los péptidos

I'y J fueron utilizados para otras pruebas posteriores).

Por medio de la técnica de degradacion de Edman, se obtuvo una secuencia de 26
aminodcidos, con posibles cambios de aminoacidos en las posiciones 8 y 9 [S8P], [T9R] y
cuyos pesos calculados fueron a 2,949.36 Da o de 2,929.38 Da respectivamente. Sin
embargo, ninguno de estos dos pesos coincidié con los pesos experimentales de +11 kDa,

lo que indicé que se contaba con una secuencia parcial.

Con base en el patrén de cisteinas encontrado en esta secuencia parcial (C-CC-C),
el cual corresponde al arreglo tipo XXIV, se encontrd que esta presente en las superfamilias
B3 y L (ConoServer, 2019) sin embargo, también es una forma parcial del arreglo tipo XX
gue se observa en la superfamilia D, la cual es una familia compuesta por dimeros
(ConoServer, 2019).

Se realiz6 la comparacion de las conotoxinas que presentan este patron (Tabla 11)
y se observé que el péptido K presentd mayor similitud con las conotoxinas de la
Superfamilia D. Primero, por la cantidad de aminoé&cidos inter-cisteinas; segundo, el blanco
molecular, ya que las cuatro conotoxinas de la superfamilia D tiene actividad sobre el

RnACHh; tercero, por su peso molecular que, en forma dimérica oscila cerca de los 11 kDa
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(los monémeros pesan entre los 5,100 a 5,700 Da); y finalmente, que esta superfamilia
incluye un motivo conservado “WGRCC”, que Loughnan et al., (2006) menciona siempre
esta presente en las conotoxinas de la superfamilia D y es el mismo que se encuentra en

los aminoacidos 14 a 18 de la secuencia a estudiar.

Tabla 11. Conotoxinas que presentan el arreglo de cisteinas tipo XXIV

-L 1,064.22 ---SSCPPACCPTC

B 4,625.31 ---VRCLEKSGAQPNKLFRPPCCOKGPSFARHSRCVYYTQSRE

3

D) | 5, L7 @il | ====
PCQOSVRPGRVWGKCCLTRLCSTMCCARADCTCVYHTWRGHGCSCVM

D 5,127.80 -DVQDCQVSTOGSKWGRCCLNRVCGPMCCPASHCYCVYHRGRGHGCSC

D 5,735.35 DDySYCIINTRDSPWGRCCRTRMCGSMCCPRNGCTCVYHWRRGHGCSC

PG
D 5,276.01 -DLRQCTRNAPGSTWGRCCLNPMCGNFCCPRSGCTCAYNWRRGIYCSC
- 5,567.99 EARITCQSTGRSKWGRCCLTQMCGNY

Nota: Se marcan en negritas las cisteinas de las secuencias.

Seria imposible obtener la secuencia total del péptido K Gnicamente por medio de
degradacion de Edman, por ser un péptido muy largo (aproximadamente 50 aminoacidos)
sin realizar cortes en la secuencia y sin la separacion previa del dimero. Es por ello que se
realizo el estudio por transcriptomica con el que se obtuvo que C. fergusoni presenta dos
secuencias de toxinas maduras pertenecientes a la Superfamilia D, con un total de 47
aminoacidos cada una, que varian entre ellas Unicamente por 6 aminoacidos [F26Y],
[P29Y], [R30K], [Y31H], [R38H], [G40W] como se observa en la Figura 28.

Con ayuda del programa lonSource, considerando cisteinas oxidadas y el C-terminal
libre para ambos casos, se obtuvo un peso de 5,297.18 Da para la secuencia 1 y de
5,435.30 Da para la secuencia 2, que corresponden al monémero del péptido. Al calcular el
peso del dimero, los valores fueron de 10,594.36 para la secuencia 1 y 10,870.60 para la

secuencia 2; en ambos casos los pesos calculados fueron menores al peso experimental.
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Es de mencionar que las conotoxinas de la superfamilia D se pueden formar por
heterodimeros (ambas cadenas son diferentes), homodimeros (ambas cadenas son
iguales), y pseudohomodimeros (ambas cadenas son iguales, pero varian por las
modificaciones postraduccionales que presentan) (Loughnan et al., 2006), lo cual explicaria

el por qué no coinciden los pesos experimentales con los calculados.

Conociendo la secuencia y que la toxina presenta actividad sobre los RnACh, es
posible nombrarla correctamente. Siguiendo la nomenclatura de conotoxinas, su nombre es
aD-FrXXA. a por su actividad sobre RnACh, D por pertenecer a la superfamilia D; Fr por la
especie C. fergusoni; XX por el arreglo de cisteinas y A por ser la primera conotoxina

reportada con estas caracteristicas para esta especie.

Para conocer la conformacion del dimero, era necesario romper los puentes
disulfuro que unian ambas cadenas, por ello, durante el proyecto se realizaron diferentes

técnicas para la reduccién y alquilacién parcial o total de cisteinas.

La primera prueba se realizé siguiendo el protocolo usado por Loughnan et al.,
(2006), con el que separod los dimeros de C. vexillium. Se esperaba tener en la purificacion
dos sefiales mayoritarias (una por cada monémero en caso de que fueran diferentes
secuencias) 0 una sola sefial (en caso de ser la misma secuencia); sin embargo, se
obtuvieron 4 sefales (Figura 29). Es probable que se deba al uso de la maleimida ya que,
diversos estudios han demostrado que, al alquilar péptidos con N-etil maleimida, se obtiene
un mayor niamero de derivados; se cree también que reflejan los diasteroisémeros al
introducir un nuevo centro quiral en el anillo de la NEM después de la formacion de los

enlaces C-S durante la alquilacién (Young et al., 1999; Lopez-Vera et al., 2007).

Los pesos moleculares que se obtuvieron a partir de estas muestras van de los 5,377
hasta los 8,380 Da, los cuales, en caso de que se hubieran roto los puentes disulfuro,
tendrian ya afiadido el peso molecular de la N-etilmaleimida (125.15 Da cada una). Sin
embargo, la suma de ninguno de estos valores se acercé al de 11 kDa que tiene el dimero
0 a valores que duplicados se acercaran a este valor; esto porque las conotoxinas de la
superfamilia D reportadas hasta el momento, estan constituidas por cadenas con el mismo
namero de aminoacidos y las diferencias que existen entre sus cadenas se deben a la
presencia de modificaciones postraduccionales (pseudo-homodimeros), o bien a cambios
en algunos aminoacidos (heterodimeros) pero no a diferencias en la longitud de los

mondémeros.
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Se realizé una segunda reduccién y alquilacion parcial, utilizando esta vez la técnica
usada por Aguilar et al., (2006), modificando el gradiente de elusion respecto a la primera
reaccion. Se obtuvieron dos sefiales mayoritarias que eluyeron muy cerca del tiempo de
retencién del péptido nativo y seis mas que ya se alejaron un poco de este tiempo;
originalmente se consider6 que fueran las dos cadenas y sus derivados; sin embargo, los
pesos moleculares de las ocho muestras que se analizaron tuvieron pesos muy variables
qgue fueron de los 2,692 hasta los 11,025 Da y en donde las sefiales mayoritarias tenian

pesos de +3 kDa.

Aun asi, debido a que se encontraron pesos de 5y 6 kDa, se realizaron diversos
ejercicios (que se muestran en el Anexo V) con los cuales se busco la coincidencia con el
peso experimental. Para ello, se usaron los valores cercanos a los 5.5 kDa y se les resto el

peso de la NEM considerando diferentes cantidades de puentes disulfuro rotos.

Xu et al., (2015) demostraron con estudios de rayos X, que para la conotoxina
GeXXA de C. generalis , las dos cadenas que conforman al dimero, se unen a partir de los
puentes que se forman entre las cisteinas encontradas en las posiciones 6 y 18, formando
dos puentes en posicibn Cys6-Cysl18* y Cys6*-Cysl1l8 (el * indica el aminoéacido
correspondiente a la segunda cadena); mientras que las otras 8 cisteinas restantes para
cada cadena se unen entre ellas formando 4 puentes intra-cadena (cys19-cys28, cys24-
cys36, cys29-cys46 y cys34-cys48). Es por ello que los ejercicios comenzaron
considerando la ruptura de 2 puentes disulfuro, sin embargo, los pesos mas cercanos al
dimero fueron 10.2 y 11.7 kDa que tampoco fueron lo esperado. Se siguié probando con la
ruptura de mas puentes disulfuro y no fue hasta que se hicieron los célculos con 5 puentes

disulfuro rotos que se encontraron valores de 11 kDa.

Lamentablemente, el material restante no fue suficiente para poder secuenciarse, y
por se recurrié a una tercera reaccion de reduccién y alquilacién parcial; se usé nuevamente
la técnica de Aguilar et al., (2006) y se modifico el gradiente esperando tener una mejor
separacion entre los derivados obtenidos. Sin embargo, como se observé en la Figura 43
(azul), en el minuto 35 de la corrida cromatografica hay una sefial de mayor absorbancia
gue no se habia visto en la reaccion anterior y que, al momento de empalmar la imagen con
el péptido nativo Figura 43 (rojo) coinciden perfectamente. Esto mostré que parte del dimero
estaba intacto sin haber sido afectado por la reaccion y que, probablemente, las sefiales de

la derecha pudieran ser derivados que si hubieran sido reducidos y alquilados.
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Figura 43. Comparacién de los perfiles cromatograficos del péptido reducido y
alquilado. (rojo) péptido nativo sin reducir y alquilar, (negro) péptido reducido y alquilado,

(azul) blanco de la reaccion.

Con los espectros de masas, cuyos valores fueron de los 2.8 a 11.5 kDa se aprecio
que en efecto existia parte del dimero nativo sin haber sido separado. Se realizaron
nuevamente los ejercicios previos (Anexo VI) y, con la ruptura de dos puentes disulfuro, se
encontraron dos valores que fueron muy cercanos al peso experimental (unién de P9 con
P15 o bien, P15 con P26 (Figura 31). Sin embargo, nuevamente, fue imposible determinar
si la ruptura era inter-cadena o intra-cadena, en especial al observar parte del dimero sin

separar.

Habiendo realizado las tres reacciones de reduccion y alquilacion parcial y, con los
resultados obtenidos, lo mas probable es que los puentes que unian las dos cadenas no se
hubieran separado en ninguno de los casos. Dado que las conotoxinas de la superfamilia

D tienen un total de 20 cisteinas (10 por cadena) y por consiguiente 10 puentes disulfuro (2
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de ellos inter-cadena), es posible que solo se haya logrado separar alguno de estos o bien
Unicamente puentes intra-cadena. Por ello, se decidié realizar la reduccion y alquilacién

total de cisteinas, para evitar tantos derivados y tener solo los mondmeros.

La primera reaccion de reduccién y alquilacion total de cisteinas no presento los
resultados esperados, debido a que los reactivos eluyeron aun en el tiempo de elusion de

los productos haciendo que estos fueran enmascarados.

Para la segunda reaccion, con el fin de evitar mayor gasto de material y poder
eficientizar la técnica, se decidié hacer una revision de diferentes metodologias usadas para
la reduccion y alquilacion total en conotoxinas. Una vez identificados los reactivos y

concentraciones, se realizaron blancos para calcular los gradientes a utilizar.

Se trabajo con las muestras |, J y aD-FrXXA. Al realizar solo la reduccién se observo
gue las tres muestras eluyeron con un porcentaje mayor de fase movil B (aproximadamente
6 0 7%) en relacién con las muestras reducidas y alquiladas. Esto quiere decir que, los
posibles monémeros al estar alquilados, son mas hidrofilicos al haber una variacion en el

tiempo de retencion de las muestras.

La reduccién y alquilacién de | y J, se realiz6 con dos muestras diferentes, una del
fraccionamiento del veneno crudo y otra a partir de un subfraccionamiento. En el caso de |
present6é en ambos casos una sefial mayoritaria con un pequefio hombro a la izquierda, lo
gue podria ser la secuencias mas una modificacion postraduccional. Para el caso de J se
presentaron cuatro sefiales mayoritarias que también podria ser la secuencia mas
modificaciones post-traduccionales, o bien la variacion de algunos aminoacidos. Sin

embargo, la secuenciacién de estas muestras quedé pendiente para estudios futuros.

Es de mencionar que el haber usado las muestras | y J crudas y repurificadas,
mostré que es posible usar el veneno crudo sin afectar el resultado de la reduccion y
alquilacion total evitando asi, realizar una repurificacion y tener la pérdida del material que

esta conlleva.

La reduccion y alquilacién total de aD-FrXXA, tuvo dos sefiales mayoritarias, que
indicaban la posible separacién del dimero y la altura en la absorbancia mostré la
abundancia de cada una. Sin embargo, al ser secuenciadas, no se pudo comprobar la

presencia de cisteinas ni que se tuviera al dimero separado.
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Respecto a la problemética en cuanto a la separacion de las cadenas del dimero,
Loughnan et al., (2006) menciona que cuando traté de realizar la separacion, este no se
separaba incluso usando diferentes condiciones como lo eran el aumento de temperatura
a 65 °C, pH 5, uso de urea, guanidina HCI o TFA, lo que demuestra lo complicado que
puede ser romper puentes disulfuro, en especial en las conotoxinas de la superfamilia D ya
gue cuentan con mas puentes que la mayoria de las conotoxinas (2 o 3 puentes). Con esto
se muestra que las diferentes técnicas para la reduccién y alquilacion parcial o total usadas
en el proyecto para tratar de separar el veneno de C. fergusoni no fueron las éptimas y se

debera hacer un estudio mas exhaustivo si se quiere realizar la separacion de los dimeros.

Pese a no haber logrado la separacion del dimero por la reduccién y alquilacion, fue
posible determinar la posible composicion de este con la informacién ya obtenida. El anélisis
de transcriptémica indicé la presencia de dos secuencias, cuyas masas tedricas fueron de:
5,297.18 Da para la Secuencia 1 y de 5,435.30 Da para la Secuencia 2, considerando 10

cisteinas oxidadas y los extremos -C y N- libres.

A partir de ellas, se calcul6 el peso molecular para diferentes combinaciones de las
secuencias ya fuera como homodimeros (1-1 o 2-2) o heterodimeros (1-2) ademas de la
considerar la variacion de los dos aminoacidos presentados en la secuencia de Edman
([S8P]y [T9R]) y las posibles maodificaciones postraduccionales; estas Ultimas debido a que
en las aD-conotoxinas reportadas, las tres de C. vexillium presentan oxidacion de prolina y
gamma carboxilacién de glutamato (Loughnan et al., 2006) y la de C. princeps también
presenta oxidacion de prolina (Hernandez-Samano et al., 2019), lo que haria de la oxidacion

una modificacién postraduccional comun en las conotoxinas diméricas.

Posteriormente, los valores calculados fueron comparados con las masas
experimentales obtenidas. Como resultado, se tuvo que el dimero con masa experimental
de 11,025.046 Da podria estar formado por un homodimero de la secuencia 2 con dos
aductos de TFA y un aducto de potasio, resultando una masa molecular de 11,023.71 Da;
0 podria estar formado por un homodimero de la secuencia 2 con la variacion ([S8P] y
[T9R]), con dos aductos de TFA, un aducto de potasio y un oxigeno, resultando una masa
molecular de 11,022.49 Da.

La masa experimental de 11,073.164 Da podria estar formada por un homodimero
de la secuencia 2, con un aducto de TFA, un aducto de potasio, un aducto de sodio y dos

de oxigeno resultando una masa calculada de 11,077.69 Da. El dimero con una masa
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experimental de 10,961.190 Da puede estar formado por un homodimero de la secuencia
2 con la variacion de ([S8P] y [T9R]), también tiene dos aductos TFA, resultando en una
masa calculada de 10,968.40 Da. Finalmente, el dimero con masa experimental de
11,114.118 Da podria estar formado por el homodimero de la secuencia 2, con dos aductos

TFA y un oxigeno resultando en una masa calculada de 11,113.576 Da.

Comparando las masas experimentales y las masas calculadas del dimero dieron
una diferencia de +1.336 Da, +2.556 Da, -4.526 Da, -7.210 Da y +0.532 Da,
respectivamente. La diferencia de los cinco valores se encuentra dentro del margen de error

del 0.1% calculado para un péptido de esta longitud.

La formacion de aductos, ya sea con moléculas de disolvente, iones alcalinos u otros
metales, 0 con otros componentes contaminantes, se observa con frecuencia en los
espectros de masas de los analisis ESI y MALDI (Keller et al., 2008). La aparicién de
aductos cationicos y anionicos en los espectros MALDI varia segun el nimero y la polaridad

de los grupos cargados del analito (Krtiger y Karas, 2002).

En particular, la mayoria de los iones observados en espectrometria de masas
moderna son iones de aductos o iones pseudomoleculares como [M +H]*, [M+NH4]*, [M+
Na]* o [M+K]* (Keller et al., 2008); los aductos de Na* son uno de los mas comunes en las
muestras bioldgicas (Petkovic et al., 2009). Ademas, los aductos de TFA se reportan como
parte de las unidades de repeticion comunmente observadas en las interferencias de fondo
(Keller et al., 2008); estos aductos ya han sido reportados por Loughnan et al., (2006)
durante el analisis de las aD-conotoxinas de C. vexillum y también por Herndndez-Séamano

et al., (2019) para la aD-conotoxina de C. princeps.

Para los dos pesos experimentales encontrados (11,025.046 Da y 11,07.164 Da),
se explico que el dimero esta formado a partir de la Secuencia 2. Sin embargo, hubo
variaciones en la cantidad de aductos; esto significa que aD-FrXXA es un pseudo-
homodimero formado por dos cadenas de la Secuencia 2. También, en menor medida se
encontr6é un homodimero formado por dos cadenas de la Secuencia 2 con la variacién de
amino&cidos que se encontraron por la secuencia de degradacion Edman ([S8P] y [T9R]).
Esto podria deberse a variaciones intraespecificas en el veneno, ya que la transcriptomica
se obtuvo del conducto del veneno de un solo organismo, pero el veneno utilizado para el
analisis bioquimico y los ensayos electrofisiol6gicos es resultado de una mezcla del veneno

de diferentes organismos.
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Ademas, es posible que una misma especie tenga varias secuencias de
aminoacidos de la misma superfamilia de conotoxinas. En el caso de la superfamilia D se
encontré que C. capitaneus, C. miles, C. mustellinus y C. vexillium tienen al menos tres
monodmeros diferentes reportados en ConoServer. Sin embargo, solo para C. vexillium se
describié su conformacién y actividad de dimero. Por lo tanto, a pesar de tener dos
monomeros en el veneno de C. fergusoni, estas cadenas podrian estar acopladas de
diferentes maneras y podria haber tres dimeros diferentes, ya que en un inicio se encontrd
actividad sobre el RnACh en otras sefiales, ademas del caso de aD-FrXXA que seria la

primera en ser reportada.

Teniendo la caracterizacion bioquimica de aD-FrXXA, faltaba su caracterizacion
fisiologica. Los estudios iniciales mostraron actividad sobre el RnACh a7; sin embargo, fue
necesario determinar su afinidad hacia otros subtipos. En la Tabla 12 se puede apreciar la
ICs0 que presentd cada subtipo de RnACh; aD-FrXXA present6 mayor afinidad con el
RnACh a7 y ademas, como se vio en la Figura 42, en este subtipo el bloqueo fue irreversible
ya que la amplitud de la corriente no se recuperé al pasar el tiempo y lavados. Los siguientes
fueron los subtipos a3B2 y los dos musculares; en estos aD-FrXXA fue ligeramente
reversible ya que, aunque la amplitud de la corriente fue incrementandose no logré regresar
a sus valores iniciales, lo que indicé que la toxina no se separd del todo del receptor.
Finamente, en el subtipo a4B2 la ICso fue de 697 nM, lo que indicé que aD-FrXXA fue menos
afin para este receptor ya que nunca se llegé a tener un bloqueo del 100% aun con

concentraciones altas (2.5 uM), ademas, que fue reversible casi en su totalidad.

Tabla 12. ICso de aD-FrXXA en diferentes subtipos de RnACh

125 nM
697 nM
282 nM
351 nM
447 nM
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Al observar la relacién sigmoide en la ICso en los subtipos a7 y musculares adulto y
fetal se puede ver que esta curva es muy pronunciada y, al incrementar la concentracion
en valores menores de 100 nM la curva va de no tener bloqueo a tener un blogueo de casi
el 100%. Esto pudiera explicarse con el tipo de bloqueo que presentan las conotoxinas de
la superfamilia aD, ya que son antagonistas no competitivos y por tal, la toxina no se une al
sitio de unién al ligando como ocurre con la mayoria de las a-conotoxinas (familias a, oA,
aS y aC) pero se une a otras partes del receptor (Kauferstein et al., 2009; Kompella et al.,
2013).

Yang et al., (2017) mencionan que las aD-conotoxinas presentan un bloqueo
diferente a los bloqueadores de poro normales; el de estas Ultimas es tipo “lid covering” o
cubierta de tapa, y se debe a que el domino N-terminal de la conotoxina se une a la
superficie externa del receptor mas que al dominio intermembrana. De esta forma, el
bloqueo no solo sella la entrada del poro e impide el paso de cationes, sino que también
evita el cambio conformacional que ocurre cuando el agonista se une al receptor. Esta
actividad explicaria por qué la pendiente de la sigmoide es tan pronunciada. En el caso de
GeXXA, se ha observado que la unién tiene preferencia hacia las subunidades B en lugar

de las a.

Respecto a las aD-conotoxinas, se tiene el conocimiento sobre el blanco molecular
de: GeXXA de C. generalis, VXXXA y VxXXB de C. vexillium, PiXXA de C. princeps, Cp de
C. capitaneus y Ms de C. mustelinus (Loughnan et al., 2006; Kauferstein et al., 2009;
Kompella et al., 2013; Hernandez-Samano et al., 2019). Todas ellas presentan actividad
sobre distintos subtipos de RnACh. En la Tabla 13 se resumen estos valores y ademas se
indica el organismo del que proviene el receptor utilizado, ya que en este proyecto se usaron
receptores humanos para los subtipos neuronales y de ratén para los musculares. Es de
mencionar que Loughnan et al., (2006) hablan sobre la actividad para C. miles aunque no
se dice su afinidad sobre algin subtipo. Para el caso de C. capitaneus, los estudios de
Kauferstein et al., (2009) muestran la ICsp que presenta ante diferentes subtipos; sin
embargo, la secuencia de la conotoxina Cp no corresponde a las reportadas en Conoserver
(Cp20.1-5); existe una, Cp20.1 que es la secuencia mas similar. Por lo anterior, estas dos

especies no estan incluidas en la Tabla 13.
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Tabla 13. ICsp de aD-conotoxinas con actividad sobre RnACh.

o/ H. sapiens 210 nM
a7 R. norvegicus 400 pM
a7 H. sapiens 6.2 uM
adp2 R. norvegicus >3 uM

04B2 R. norvegicus 228 nM
a3p2 R. norvegicus 498 nM
a3p2 R. novergicus 370 nM
a3p2 R. norvegicus 8.4 nM
a9a10 H. sapiens 28 nM

a9a10 R. norvegicus 1.2 nM
a3p4 R. norvegicus 614 nM
a4p4 R. norvegicus >3 pM

(al1),B16e R. norvegicus 743 nM
(al).B1yd R. norvegicus 3.5 uM

En el caso de las aD-conotoxinas evaluadas en receptores humanos, GeXXA tiene

afinidad por el subtipo a9a10 con una ICso de 28 nM mientras que para el subtipo a7 es de
210 nM (Yang et al., 2017); un valor similar al obtenido para aD-FrXXA (125 nM). En el caso

de PiXXA, tiene actividad sobre el RnACh a7 pero con una concentracién micromolar que

es mayor que la presentada para aD-FrXXA (Hernandez-Samano et al., 2019); es de

resaltar que esta especie también habita el Pacifico mexicano siendo las unicas dos aD-

conotoxinas reportadas que provienen de caracoles que no pertenecen al Indo-Pacifico.

Cabe mencionar que la ICso para aD-FrXXA sugiere que puede tener una mayor

afinidad sobre RnACh de rata con valores picomolares; este fue el caso de VxXXB sobre el

subtipo ra7 y la evidencia de GeXXA, donde el residuo de histidina 7 en la superficie del

receptor del subtipo a9a10 da mayor afinidad sobre este nAChR sobre el subtipo humano,

apoyan esta idea (Xu et al., 2015).
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9. CONCLUSION

La conotoxina aD-FrXXA obtenida a partir del veneno de la especie Conus fergusoni
es un pseudo-homodimero perteneciente a la superfamilia D de conotoxinas. Presenta 47
amino&cidos por cadena y pesos moleculares experimentales de 11,025.046 y 11,023.71
Da. Su blanco molecular son los receptores nicotinicos de acetilcolina y su afinidad (ICso)

se encontro a diferentes concentraciones nanomolares de la siguiente manera: a7 (125 nM)
> a3B2 (282 nM) > (a1)210¢ (351 nM) > (a1)2B1yd (447 nM) > a4B2 (697 nM).

90



10. PERSPECTIVAS

Evaluar aD-FrXXA en otros subtipos de RnACh para ampliar el conocimiento sobre la

afinidad sobre estos tipos de receptores.

Realizar la caracterizacion de los péptidos | y J para identificar si son variantes del
dimero aD-FrXXA o bien corresponden a dimeros que contienen las otras secuencias de la

superfamilia D reportadas.

Realizar estudios de cristalografia sobre aD-FrXXA, para poder determinar la

conectividad de la conotoxina aD-FrXXA.
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12. ANEXOS

12.1. Anexo |

Articulos utilizados para hacer la sintesis de las técnicas de reduccion y alquilacién total

de cisteinas.
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€  Aguilar, M. B, Flores-Torres, A., Batista, C., Falcén, A., L6pez-Vera, E. and
Heimer de la Cotera, E. (2009). Structural characterization of five post-translationally
modified isophorms of a novel puttive 6-conotoxin from the vermivorous snail Conus
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10.1016/j.peptides.2008.12.005.

@  Aguilar, M. B., Lezama-Monfil, L., Maillo, M., Pedraza-Lara, H., L6pez-Vera, E.,
and Heimer de la Cotera, E. (2006). A biologically active hydrophobic T-1-conotoxin
from the venom of Conus spurius. Peptides. 27. 500-505. DOI:
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case of Conus delessertii. Peptides. 6(1): 23-27. DOI:
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and Heimer de la Cotera, E. (2005). A novel conotoxin from Conus delessertii with
posttranslationally modified lysine residues. Biochemistry. 44: 11130-11136. DOI:
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12.2. Anexo Il

Registro de corrientes sobre el subtipo a7 antes y después de su incubacion con 1 g
de los péptidos (A) 7A, (B) 7B, (C) 8Ay (D) 8B. A la izquierda, pulsos control y a la derecha

pulsos después de incubarse 5 minutos con la toxina.

A

Control 5 Lavado Control 5o Lavado
min min
7A 7B

10 nA 10 nA

1 min

1 min

C D

Control Lavado Control A Lavado
5 min 5 min

M =~ o N = &

70 nA 20 nA

1 min 1 min
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12.3. Anexo Il

Espectros de masas (MALDI-TOF) de las muestras de los péptidos repurificados.

(A) Péptido 7A; (B) Péptido 7B, en una ventana masa/carga que va de los 2,000 a los
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Espectros de masas (MALDI-TOF) de las muestras de los péptidos repurificados.

(A) Péptido 8A; (B) Péptido 8B, en una ventana masa/carga que va de los 2,000 a los

12,000.
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12.4. Anexo IV

Espectros de masas (MALDI-TOF) de las muestras de los péptidos
subfraccionados. (A) Péptido | en una ventana masa/carga que va de los 2,000 a los

11,000; (B) Péptido J en una ventana masa/carga que va de los 2,000 a los 20,000.

A

3 3591.956
@
c
g
£

3000

2000

1000

1812.444 5238.923
2313290 7241673
0
2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000

2 5479.732
@
c
[
z

2000

1500

1000 3903.081

11003.535
500
1
1" J' ki ¥y i
0 _u,.‘,i',.ﬂh‘n V\,‘, L iy
2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000 20000

105



12.5.

Anexo V

Calculos para determinar la coincidencia del peso calculado con el peso experimental

obtenido de la alquilacion y reduccion parcial de cisteinas de la Tabla 7, restando el valor

del peso de la NEM considerando diferentes puentes disulfuro rotos.

Pesos finales del dimero suponiendo ruptura de 2 puentes disulfuro. Ninguno de los valores

coincide con el peso experimental

10250.90
6

11826.58
0

11793.25
3

10222.67
6

10224.40
3

11798.86
3

10217.43
3

11802.80
9

11804.97
9

11804.73
9

10228.24
4

11826.58
0

13402.25
4

13368.92
7

11798.35
0

11800.07
7

13374.53
7

11793.10
7

13378.48
3

13380.65
3

13380.41
3

11803.91
8

11793.25
3

13368.92
7

13335.60
0

11765.02
3

11766.75
0

13341.21
0

11759.78
0

13345.15
6

13347.32
6

13347.08
6

11770.59
1

10222.67
6

11798.35
0

11765.02
3

10194.44
6

10196.17
3

11770.63
3

10189.20
3

11774.57
9

11776.74
9

11776.50
9

10200.01
4

10224.40
3

11800.07
7

11766.75
0

10196.17
3

10197.90
0

11772.36
0

10190.93
0

11776.30
6

11778.47
6

11778.23
6

10201.74
1

11798.86
3

13374.53
7

13341.21
0

11770.63
3

11772.36
0

13346.82
0

11765.39
0

13350.76
6

13352.93
6

13352.69
6
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1

10217.43
3

11793.10
7

11759.78
0
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3
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0

11765.39
0
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0

11769.33
6

11771.50
6
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6
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1

11802.80
9

13378.48
3
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9

11776.30
6
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6
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6

13354.71
2

13356.88
2
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2
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7

10228.24
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8

11770.59
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4
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7
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Peso final del dimero suponiendo ruptura de 5 puentes disulfuro. Se muestra en amarillo

los valores que estan cercanos al peso experimental.

9500.126 11025.80 1101:;2.47 0471.896 | 9473.623 11021;8.08 0466.653 110.’;2.02 110594.19 110593.95 0477.464

11075.80 | 12651.47 | 12618.14 | 11047.57 | 11049.29 | 12623.75 | 11042.32 | 12627.70 | 12629.87 | 12629.63 | 11053.13
0 4 7 0 7 7 7 3 3 3 8
11042.47 | 12618.14 | 12584.82 | 11014.24 | 11015.97 | 12590.43 | 11009.00 | 12594.37 | 12596.54 | 12596.30 | 11019.81
3 7 0 3 0 0 0 6 6 6 1
11047.57 | 11014.24 11019.85 11023.79 | 11025.96 | 11025.72

9471.896 0 3 9443.666 | 9445.393 3 9438.423 9 9 9 9449.234

0473.623 1104‘;9.29 1102;5.97 0445.393 | 9447.120 110%1.58 0440150 110265.52 110267.69 110267.45 0450961
11048.08 | 12623.75 | 12590.43 | 11019.85 | 11021.58 | 12596.04 | 11014.61 | 12599.98 | 12602.15 | 12601.91 | 11025.42
3 7 0 3 0 0 0 6 6 6 1
9466.653 1104;2.32 110%9.00 0438.423 | 9440.150 110%)4.61 9433.180 110168.55 110260.72 110260.48 0443.991
11052.02 | 12627.70 | 12594.37 | 11023.79 | 11025.52 | 12599.98 | 11018.55 | 12603.93 | 12606.10 | 12605.86 | 11029.36
) 3 6 9 6 6 6 2 2 2 7
11054.19 | 12629.87 | 12596.54 | 11025.96 | 11027.69 | 12602.15 | 11020.72 | 12606.10 | 12608.27 | 12608.03 | 11031.53
9 3 6 9 6 6 6 2 2 2 7
11053.95 | 12629.63 | 12596.30 | 11025.72 | 11027.45 | 12601.91 | 11020.48 | 12605.86 | 12608.03 | 12607.79 | 11031.29
9 3 6 9 6 6 6 2 2 2 7
11053.13 | 11019.81 11025.42 11029.36 | 11031.53 | 11031.29

9477.464 3 1 9449.234 | 9450.961 1 9443.991 7 7 B 9454.802

12.6. Anexo VI

Célculos para determinar la coincidencia del peso calculado con el peso experimental
obtenido de la alquilacion y reduccion parcial de cisteinas de la Tabla 8, restando el valor

del peso de la NEM considerando diferentes puentes disulfuro rotos.

Pesos finales del dimero suponiendo ruptura de 2 puentes disulfuro. Ninguno de los valores

coincide con el peso experimental. Se muestra en verde los valores que estan cercanos al

peso experimental.

9,674.782 11,148.842 11,822.418 12,511.512 9,670.743

8,237.591 9,711.651 10,385.227 11,074.321
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Abstract: We isolated a new dimeric conotoxin with inhibitory activity against neuronal nicotinic
acetylcholine receptors. Edman degradation and transcriptomic studies indicate a homodimeric
conotoxin composed by two chains of 47 amino acid in length. It has the cysteine framework XX
and 10 disulfide bonds. According to conotoxin nomenclature, it has been named as aD-FrXXA.
The aD-FrXXA conotoxin inhibited the ACh-induced response on nAChR with a IC5 of 125 nM on
ha7, 282 nM on ha3p2, 607 nM on «4(32, 351 nM on mouse adult muscle, and 447 nM on mouse
fetal muscle. This is first toxin characterized from C. fergusoni and, at the same time, the second
aD-conotoxin characterized from a species of the Eastern Pacific.

Keywords: alpha d-conotoxin; dimeric-peptides; nAChR; Conus snails; Conus fergusoni

Key Contribution: This work contributes to the biochemical characterization and molecular targets
identification of aD-conotoxins over distinct subtypes of human nAChR.

1. Introduction

Conus is a genus of carnivore marine snails that has more than 800 species, living
mostly in the Indo-Pacific Ocean; in Mexico about 70 species living in the coasts of Pacific
Ocean and Gulf of Mexico have been registered [1-3]. As they are slow moving animals,
they have developed, as an evolutionary strategy, the use of venom for defense against
their predators and as a weapon to capture prey, which involves worms, mollusks, and
fishes. To administrate the venom, they have an innovative structure, the radula teeth
modified as harpoon-like hypodermic needles that allow them to inject the venom that is
synthetized in the venom duct [4,5].

The venom from each Conus species could have more than 100 active components
that are known as conotoxins. Most of them are small peptides composed of 10 to
40 amino acids, which makes their characterization and synthesis relatively easy. In
addition, they are stable peptides due to disulfide bonds, resulting from different
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cysteine frameworks [6,7]. Conotoxins have been classified into genetic superfamilies
according to the signal peptide of their precursors and in pharmacological families for
every molecular target on which they act [8]. The great affinity towards their molecular
target allows them to discriminate between the different subunits that form distinct
subtypes of membrane receptors [9].

Alpha-conotoxins can modulate the muscular and neuronal nicotinic acetylcholine
receptors (nAChRs). These are one of the most studied families of conotoxins because they
can distinguish between the numerous subtypes of nAChRs, expressed along the central
and peripheral nervous systems. These receptors have different pharmacological and elec-
trophysiological properties; there is evidence that nAChRs are involved in pain processes
and human diseases such as Alzheimer’s, Parkinson’s, schizophrenia, and autism [8,10,11].
These features make x-conotoxins suitable candidates for therapeutic agents for human
diseases. Each Conus snail has at least one x-conotoxin in its venom. There are more than
64 conotoxins belonging to several gene superfamilies that are reported to act as antagonist
for the different nAChR subtypes and that are classified as: «-, xA-, -, &S-, aB-, C-, and
aD-conotoxins [12-14].

a-Conotoxins belonging to the D superfamily were first described by Loughnan
et al. [15]. They are large conotoxins whose main characteristic is to form dimers with
varying levels of sequence and posttranslational heterogeneity. Each chain has almost
50 amino acid residues, including 10 cysteines that form disulfide bonds [15,16]. To the
present, 25 aD-conotoxins have been reported from vermivorous species found in the
Indo-Pacific [17]. However, in 2019 the first xD-conotoxin from a species that inhabits the
Mexican Pacific Coast in the Eastern Pacific, C. princeps, was reported [18].

In this work, we report the identification, characterization, and activity of a novel
conotoxin, «D-FrXXA, isolated from the venom of the vermivorous cone snail C. fer-
gusoni, collected off the Coast of Mazatlan, Sinaloa, México. Peptide aD-FrXXA has a
slightly inhibitory activity preference against neuronal rather than muscular nAChRs.
The biochemical characterization indicates that it belongs to the aD-superfamily. Cono-
toxins with activity against nAChRs can act as new molecular tools for cellular and
molecular studies in mammals” nervous systems in addition to their pharmacological
potential use. This work provides more evidence that this type of dimeric conotoxins
are synthesized not only by vermivorous species of the Indo-Pacific, but also by several
vermivorous species of the Eastern Pacific, as has been shown for C. princeps. Finally, it
opens the opportunity to discover more dimeric toxins in species inhabiting Mexican
coasts, because it seems that «D-conotoxins could be abundant in Conus venoms from
Eastern Pacific species.

2. Results
2.1. Fractionation of C. Fergusoni Venom

Fractionation of C. fergusoni venom by RP-HPLC gave 52 fractions. All of them
were tested in the electrophysiology assay and four fractions had inhibitory activity
over 90% against 7 nAChRs (marked with an * in Figure 1A). The fourth fraction was
the most active and was chosen for further experiments. After sub-fractionation by
RP-HPLC a double signal was detected and manually collected in two 1.5 mL Eppendorf
tubes (Figure 1B).
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Figure 1. (A) Chromatogram profile of the fractionation of the crude venom from C. fergusoni. After
5 min at 5% Solution B, a linear gradient of 5 to 100% Solution B in 100 min was applied at a flow rate
of 1 mL/min. Numbers *1-*4 indicate those fractions that presented activity over 90% on «7 nAChR.
(B) The peak of the fourth active fraction, * 4 in A, was subfractionated using an isocratic step at 17%
Solution B for 5 min, followed by an elution gradient of 17 to 37% Solution B in 60 min at a flow rate
of 1 mL/min. This procedure yielded two major fractions, 4a and 4b.
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2.2. Molecular Mass and Amino Acid Sequence Analysis

The mass spectra of the two subfractions obtained from the fourth active fraction (with-
out reduction and alkylation) are shown in Figure 2 and named 4a and 4b. The spectrum
of subfraction 4a displays minor (z = +1) and major m/z (z = +2) signals 11,074.174 and
5513.533 (Figure 2A), that correspond to average masses of 11,073.164 Da and 11,025.046 Da,
respectively; these masses differ by 48.118 Da, which might correspond to a y-carboxylation.
For subfraction 4b, the minor (z = +1) and major m/z (z = +2) average signals of 11,115.118
and 5481.605 correspond to average masses of 11,114.108 Da and 10,961.190, respectively
(Figure 2B); in this case, the difference (152.918 Da) is more difficult to explain and will be
dealt with in the Discussion section.
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Figure 2. Mass spectra of the native semi-purified peptides obtained from the fourth active fraction
from C. fergusoni venom. (A) Subfraction 4a; (B) Subfraction 4b.
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A sequence of 26 amino acids was obtained by Edman degradation from component
4b (the most abundant component from subfractionation (Figure 1B)). Positions 6, 17, 18
and 23 were blank cycles, which we assume correspond to cysteine residues. Position 8§ and
9 presented another signal which may correspond to amino acid variation S8P and T9R
(Figure 3).

Component 4b EARITXQSTGRSKWGRXXLTQMXGNY
EARITXQPRGRSKWGRXXLTOMXGNY

Figure 3. Partial amino sequence from component 4b by Edman degradation. X in red = Blank cycles
that are assumed as cysteine residues.

Therefore, we decided to search for sequences like that obtained from 4b in the
transcriptome of the venom duct of C. fergusoni (to be published). The transcriptomic study
allowed us to identify three precursors that contain sequences similar at the mature toxin
region compared to the amino acid sequence yielded by Edman degradation of 4b. All
precursor sequences are 92 amino acids in length and include the signal sequence, a pro
region, and a mature toxin (Figure 4). Precursors 1 and 2 are very similar and contain the
same predicted mature toxin; therefore, from now on, we will only refer to toxin 1 (from
precursors 1 and 2) and toxin 2 (from precursor 3).

N-terminal

ER signal pro-region
| L
[ 11 1
_________ o __20_________%0_________4%____ _
Precursor 1 MPKLEMMLLVLLILPLSYFDSAGGQAVKVDGHGDGMDRYLQRDDR
Precursor 2 MPKLEMMLLVLLILPLPYFDVAGGQAVKVDGHGDGMDRYLQRDDR
Precursor 3 MPKLEMMLLVLLILPLPYFDAAGGQAVQGDGHGDGMDRYLQRDDR

FHOHFHHHHOHTOK TR TRFFOK T TR KK KKK KK KKK K KKK

Mature peptide

Sequence 1 EARITCQPRGRSKWGRCCLTQMCGNFCCPRYGCRCVYRSGRGHGCSC
Sequence 2 EARITCQPRGRSKWGRCCLTQMCGNYCCYRHGCRCVYHSWRGHGCSC
HHHH KK HHHH I KHKH I KHK K e XK s s HKHH KK - XK KHK KK

Figure 4. Transcriptomics of the aD-conotoxins present in C. fergusoni venom. * = same amino acids
comparing both sequences; _ = different amino acids from a distint physicochemical group (bold
face); : = different amino acids but from the same physicochemical group (bold face).

2.3. Similarity Search

BLASTYp similarity search for sequence 1 gave 26 BLAST hits with an E value over
1 x 10729, There was an identity percentage of 69.57%, an E value of 3 x 1072’ and a query
coverage of 100% for conotoxin precursor superfamily D from C. ermineus. In addition, it
had an identity of 65.59%, an E value of 2 x 10 =% and 100% of query coverage for Cp20.4
from C. capitaneus, and an identity of 64.13% with an E value of 1 x 10 =3¢ and query
coverage of 100% for VXXXA from C. vexillium (data not shown).

Results for sequence 2 gave 25 BLAST hits with an E value over 1 x 10~2°. The identity
percentage of 72.83% showed an E value of 5 x 10 =3 and a query coverage of 100% for
conotoxin precursor superfamily D from C. ermineus. It also had an identity of 67.74% an E
value of 1 x 10738 and 100% query coverage for Cp20.4 from C. capitaneus, and an identity
61.29% with an E value of 7 x 1072¢ and 100% query coverage for GeXXA from C. generalis
(data not shown).
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2.4. Electrophysiology Assay

Component 4b, which was the most abundant, was tested as a first approximation
on ha7 nAChR expressed in Xenopus oocytes at 1 uM. Component 4b showed an 100%
inhibitory activity on the currents elicited by ACh. Hence, we tested component 4b
on several subtypes of nAChRs (ha4(32, ha332, m(x1);316y, and m(l);316¢). Toxin
concentration-response curves were generated for all the nAChRs subtypes. Notably, the
IC5p range was in the order of nM for all subtypes of nAChRs, with a slightly higher
affinity for «7 nAChR (Figure 5). In order to demonstrate distinct dissociation rates on the
different subtypes of nAChR, we evaluated 600 nM concentration of component 4b (from
now on referred to as aD-FrXXA) which is close to the highest ICsy values. aD-FrXXA
demonstrated different dissociation rates; the slower dissociation was for ha7 subtype
(almost irreversible) meanwhile the fastest was for ha432 subtype (Figure 6).

- v
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e 80 - 0432
Zg 60 7 —A— a3p2
Q
'.E _ - (a1)2B13¢
X 40 —— (a1)2B18y
20
0 T 1
-7.5 -7.0 -6.5 -6.0 -5.5

Log[aD-FrXXA]M

Figure 5. Dose-response curves of aD-FrXXA over different nAChR sybtypes. aD-FrXXA inhibits all
subtypes with an ICsg for ha7 = 125 nM, ha42 = 697 nM, ha332 = 282 nM, m(c1), 316e 351 nM and
m(a1)2 316y 447 nM.
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Figure 6. Cont.
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Figure 6. Xenopus laevis current recordings on five different subtypes (A) ha7, (B) ha332, (C) ha4f32,
(D) m(xl);B18¢, and (E) m(cxl); 35y of nAChRs. At left, control currents elicited by 1 s pulses of
1mM acetylcholine prior to toxin addition. At right, peak current amplitudes at the end of five
minutes incubation in 600 nM «D-FrXXA followed by washout of the toxin with agonist stimulation
at one-minute intervals. // indicates that ND96 flow was stopped for 5 min.

3. Discussion

In this work, we isolated and characterized a new member of the aD-conotoxins from
the venom of the vermivorous marine snail C. fergusoni, which inhabits the Mexican Pacific
Coast. Within the venom of C. fergusoni, four signals with inhibitory activity were found.
However, the present study focused on characterizing the fourth signal due to its high
inhibitory activity on nAChR, its abundance and apparent purity. The fact that one signal
with two peaks was obtained during the repurification process, indicated a compound that
due to the similarity of its components, would be difficult to separate by means of polarity
difference between them.

To know more about this compound, left and right components of a«D-FrXXA were
collected to obtain their molecular weight prior performing more experiments. It should
be mentioned the most abundant signals in the mass spectrum correspond to the charge
+2 species, whereas the less abundant species have charge +1. The deconvoluted values for
both samples were: 11,025.046 Da and 11,073.164 Da for component 4a and 10,961.190 Da
and 11,114.108 Da for 4b (Figure 2). These molecular masses indicate it was a conotoxin with
a high molecular weight in relation to the common «-conotoxins from the A-superfamily.

Transcriptomics analysis indicated that in the venom of C. fergusoni there are two
different sequences (derived from three distinct precursors) which matched in part the one
obtained by Edman degradation. This shows us two mature toxins with 47 amino acids in
length and differing from each other only by six amino acids. Sequence 1 has a theoretical
average mass of 5297.18 Da, while Sequence 2 has 5435.30 Da (average), according to
Ion Source Peptide Mass Calculator [19], considering 10 cysteines oxidized and free C-
and N-termini.

Since only Tyr residues were observed at position 26 during Edman sequencing, we
focused on sequence 2, which contains Tyr at that position; we calculated the molecular
average mass for the homodimer formed by sequence 2 and the variation of two amino
acids of these dimers detected by Edman sequencing. Then, we compared them with the
experimental masses obtained. As a result, we found that the compound with experimental
mass of 11,025.046 Da might be formed by a homodimer of the sequence 2 with one TFA
adduct and one potassium adduct, resulting in a molecular mass of 11,023.70 Da; also, it
could be formed by a homodimer of sequence 2 with the variation of P8S and R9T, with
two TFA adducts, one potassium adduct and one oxygen and a resulting molecular mass
of 11,022.47 Da.

The experimental mass of 11,073.164 Da might be formed by a homodimer of the se-
quence 2, with one TFA adduct, one potassium adduct, one sodium adduct and two oxygen
resulting in a calculated mass of 11,077.68 Da. The compound with an experimental mass
of 10,961.190 Da might be formed by a homodimer of the sequence 2 with the variation
of P8S and RIT, with two TFA adducts, resulting in a calculated mass of 10,968.38 Da.
Finally, the compound with experimental mass of 11,114.108 Da might be a homodimer
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of sequence 2, with two TFA adducts and two oxygens resulting in a calculated mass
of 11,114.62 Da. These combinations gave a difference of +1.35 Da, +2.58 Da, —4.52 Da,
—7.19 Da, and —0.51 Da, respectively, when comparing the experimental masses and the
calculated masses of the formed dimer with these modifications (Table 1). The difference
of the five values falls within the error range of 0.1% for MALDI-TOF for peptides of
this length.

Table 1. Comparison between experimental masses of compounds detected in Fractions 4a and
4b and theoretical masses of sequences determined by transcriptomic analysis, including probable
chemical modifications introduced during the purification process.

+2TFA+1K +1TFA+1K

Compound tm/em +1TFA+1K | 10 +1Na+20 +2TFA +2TFA+10 em-tm

Dimer 2-2 10,872.60 11,023.70 @ 11,077.68 © 11,114.62 ¢

Dimer 2-2 [P8S, R9T]  10,742.36 11,022.47 ® 10,968.38 4

4a-11,025.05 &P 11,025.05 +1.352, 42,58 P
4a-11,073.16 11,073.16 —452¢
4b-10,961.19 ¢ 10,961.19 7194
4b-11,114.11°¢ 11,114.11 —0.51¢

All values are expressed as Da and are average masses. Some figures have been rounded to two digits compared
to the values in the text. Letters in superscript (a—e) indicate correspondence between experimental and theoretical
masses and their difference, both calculated taking into account the adducts and oxidations. Trifluoroacetic acid
adducts, potassium adducts, and sodium adducts are denoted simply by TFA, K, and Na, respectively. O indicates
oxidation, probably of M and/or W residues; tm, theoretical mass; em, experimental mass.

The formation of adducts, either with solvent molecules, alkali ions or other metals,
or with other contaminating components, is frequently observed in the mass spectra of
both ESI and MALDI analysis [20]. The occurrence of cationic and anionic adducts in
MALDI spectra varies according to the number and polarity of the charged groups of the
analyte [21].

Particularly, most ions observed in modern mass spectrometry are adduct ions or
pseudomolecular ions such as [M + H]*, [M + NH4]*, [M + Na]* or [M + K]* [20]; Na*
adducts are one of the most common in biological samples [22]. In addition, TFA adducts
are reported as part of the repeating units commonly observed in background interfer-
ences [20]; these adducts have already been reported by Loughnan et al., and Hernandez-
Sdmano et al., during the analysis of the «D-conotoxins from C. vexillum and C. princeps,
respectively [15,18].

When performing the alignment in BLASTp, it indicated the two sequences correspond
to the superfamily D of conotoxins. This family was first reported by Loughnan [15] and
the main characteristic of the «D-conotoxins is that they are formed by dimers which
can be hetero-, homo- or pseudo-homodimers (which vary only by post-translational
modifications) [15]. The aD superfamily also included a conserved motif WGRCC, the
same motif that can be seen in the amino acids 14-18. Based on that evidence, we decided
to use the name «D-FrXXA following the proposed nomenclature for conotoxins [23].

It is known most conotoxins present post-translational modifications. The three aD-
conotoxins from C. vexillium: VxXXA, VxXXB, and VxXXC have proline hydroxylation
and gamma glutamate carboxylation; on the other hand, PiXXA isolated from C. princeps
shows the hydroxylation of proline [15,18]. This makes hydroxylation a common post-
translational modification in aD-conotoxins and it could be that aD-FrXXA is not the
exception; it might have oxygens according to the calculated values from the molecular
masses mentioned above (fourth paragraph).

Regarding how the dimer is formed, it can be seen in Figure 2 that the most abun-
dant signals are the ones whose experimental weight had +2 charges and, in both cases,
correspond to the presence of a homodimer formed by Sequence 2. However, there were
variations in the amount of adducts; this indicates aD-FrXXA is a homodimer formed by
two chains of Sequence 2.
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To a lesser extent, a homodimer was also discovered that might be formed by two chains
of Sequence 2 with the variation of amino acids that was found by Edman sequencing (P8S
and RIT). This could be due to intraspecific variations in the venom, since the transcriptome
was obtained from the venom duct of a single organism, but the venom used for the
biochemical analysis and electrophysiological assays was the result of a mixture of the
venom from different organisms.

The fact the same species has several amino acid sequences from the same conotoxins
superfamily is well known. In the case of the D-superfamily it was found that C. capitaneus,
C. miles, C. mustelinus, and C. vexillium have at least three different monomers reported
in ConoServer. However, their dimer conformations were experimentally demonstrated
only for C. vexillium [15], C. capitaneus [12], C. generalis [24], and C. princeps [18]. Therefore,
despite having two monomers in the C. ferqusoni venom transcriptome, these chains could
be coupled in different ways and there could be five different dimers.

From the marine snail species that have aD-conotoxins, only the pharmacologi-
cal target of three species have been identified: C. vexillium with VxXXA, VxXXB and
VxXXC; C. generalis with GeXXA, and C. princeps with PiXXA. All of them have inhibitory
activity against nAChRs, being the neuronal subtypes those with the highest affinity
(Table 2) [15,18,24]. Although C. mustelinus and C. capitaneus have also shown inhibitory
activity against nAChRs, the affinity of their toxins has not been studied yet [16].

Table 2. ICs5j of «D-conotoxins with pharmacological activity against nAChRs.

Conotoxin nAChR Species ICsg
GeXXA o7 H. sapiens 210 nM
FrXXA o7 H. sapiens 123 nM
PiXXA o7 H. sapiens 6.2 nM
VxXXB o7 R. norvegicus 400 pM
FrXXA ox4p2 H. sapiens 607 mM
GeXXA o4p2 R. norvegicus >3 nM
VxXXB 42 R. norvegicus 228 nM
FrXXA «3p32 H. sapiens 282 mM
GeXXA «3(32 R. norvegicus 498 nM
VxXXA a3p2 R. norvegicus 370 nM
VxXXB a3p2 R. norvegicus 8.4nM
GeXXA o910 H. sapiens 28 nM
GeXXA o910 R. norvegicus 1.2nM
FrXXA alP1de H. sapiens 351 nM
GeXXA x1pB1de R. norvegicus 743 nM
VxXXB x1pB1yd R. norvegicus 3.5nM
FrXXA x1pB1yd H. sapiens 447 nM

According to the results obtained, dimer aD-FrXXA has the higher affinity for the
neuronal o7 nAChR subtype with an IC5p of 125 nM. However, blockade was observed
with an ICs lower than 500 nM for «332 and the muscular subtypes.

It should be mentioned that for &7 and 332 nAChR subtypes, blockage presented by
the dimer was irreversible since, despite the passage of time and washing, the amplitude of
the current does not increase (Figure 6). On the other hand, in muscular subtypes (adult
and fetal) the dimer was slightly reversible although the current amplitude could not return
to its initial values, which indicates that the toxin was not completely separated from the
receptor (Figure 6). Finally, for the x4(32 subtype the dimer was reversible almost entirely
within a few minutes of washing which indicates the toxin has less affinity to this receptor.
(Figure 6). Reversibility in «D-conotoxins has been observed in C. vexillum venom where
inhibition on «7 and 332 nAChR subtypes was reversible [15]. It is important to mention
that aD-conotoxins as well as ¥-conotoxins are nAChR blockers and that both families
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have the characteristic to not be competitive antagonists. In other words these toxins do
not bind to the orthosteric agonist binding site as happens with other a-conotoxins (¢, xA,
aS, and «C) [12,24].

Yang et al. mentioned «D-conotoxins, in particular GeXXA, that binds to the outer
surface of the receptor more than to the intermembrane domain, as a “lid-covering”nAChR
inhibitor [25]. This blockade not only seals the pore entrance and prevents the passage
of cations, but it also prevents the conformational change caused by the opening of the
channel when the agonist binds the channel. This type of activity may explain why the
sigmoid slope observed is so steep. In the case of GeXXA, it has been observed that the
binding has preference towards the (3 subunits rather than the « [25].

In the case of aD-conotoxins tested on human receptors, GeXXA has affinity for the
9«10 subtype with an ICsy of 28 nM while for «7 subtype this is 210 nM. For «D-FrXXA a
similar value was obtained for o7 (125 nM) [25]. In the case of PiXXA4, it has activity over
nAChR «7 but with a micromolar concentration which is greater than that presented for
aD-FrXXA [18].

It is worth mentioning that «D-FrXXA may have a higher affinity for nAChR from
rat specimens with picomolar values; this is the case for VxXXB on ra7 subtype. There is
similar evidence for GeXXA, whose activity over ra9«10 is ten times higher compared to
the human subtype [26].

4. Conclusions

In summary, «D-FrXXA adds evidence that these dimeric toxins may play a biological
role in the survival of species that inhabit the Eastern Pacific Ocean. Recently, the first
aD-conotoxin isolated from a species inhabiting the Eastern Pacific was described from
C. princeps, by Hernandez-Samano et al. [18].

5. Materials and Methods
5.1. Isolation of Crude Venom Extract from C. fergusoni

C. ferqusoni specimens were collected in soft substratum off the coasts of Mazatldn,
Sinaloa, México and frozen at —70 °C. Five venom ducts were dissected using fine tweezers
and homogenized in 10 mL of 40% (v/v) acetonitrile (ACN) and 2% (v/v) trifluoroacetic
acid (TFA) with a tissue homogenizer (Biospec Products, Tissue Tearor, Model 985370). The
resulting mix was centrifuged at 14,000 g for 10 min. The supernatant was collected by
decantation and the protein content was quantified with a Nanodrop spectrophotometer at
280 nm wavelength (Implen NanoPhotometer NP80). The venom extract was lyophilized
and stored until its use for fractionation.

5.2. Venom Extract Fractionation by RP-HPLC

Aliquots of 8 mg of crude venom were dissolved with 1 mL of Solution A (aqueous
solution with 0.1% (v/v) TFA) before fractionation by Reversed-Phase High Performance
Liquid Chromatography (RP-HPLC) (Infinity 1260 Series Agilent Technologies HPLC
System; Santa Clara, CA, USA) using a Vydac Reverse-Phase Peptide and Protein Cig
column (218TP54, 5 um particle size, 4.6 mm, 250 mm) attached to a Vydac Reverse-Phase
Peptide and Protein Cyg Precolumn (218GK54, 5 um particle size, 4.6 mm, 10 mm).

Fractions of the crude venom extract were eluted with an isocratic step of 5% Solution
B (90% ACN in water containing 0.085% (v/v) TFA) for 5 min, followed by a linear gradient
from 5% to 100% (v/v) of Solution B in 95 min, at a flow rate of 1 mL/min. Further
purification of a«D-FrXXA was performed by RP-HPLC using an isocratic step at 17% of
Solution B for 5 min, followed by a linear gradient from 17% to 37% (v/v) of Solution B, over
65 min at a flow rate of 1.0 mL/min. The elution profiles were monitored at a wavelength
of 220 nm. Each signal was collected manually.



Toxins 2022, 14, 510

110f13

5.3. Quantification of aD-FrXXA

The quantification of aD-FrXXA was first performed, by relating the area under the
curve obtained by RP-HPLC for 5 nmol of the synthetic conotoxin «-RgIA (16,829,353 units)
with respect to the area obtained for aD-FrXXA. The samples sent to obtain molecular mass
and sequence were calculated in this way.

When the molecular weight of «D-FrXXA was already available, the weight in mil-
ligrams was used to have a more precise value of the total nmol to perform the electrophys-
iological assays. This was done assuming that 5 nmol of x-RgIA with an area under the
curve of 16,829,353 units is equivalent to 7.8 pg. With this value, we calculated the amount
of ug for aD-FrXXA in relation to its area under the curve; subsequently, this value was
divided by the weight (kDa) obtained by the mass spectra.

5.4. Characterization of aD-FrXXA Conotoxin

Molecular mass and amino acid sequence determination.

Two pmol of the active peptide were analyzed by matrix-assisted laser desorption
ionization technique (MALDI-TOF; CDMX, Mexico) with an «-cyano-4-hydroxycinnamic
acid matrix at Chemistry Institute, UNAM, facilities.

For amino acid sequence, one nmol of aD-FrXXA was analyzed by automated Edman
degradation using a PPSQ-31A Protein Sequencer (Shimadzu Scientific Instruments; Tokio,
Japan) by Dr. Fernando Zamudio at Biotechnology Institute, UNAM. Transcriptomic
studies will be published.

5.5. Data Base Analysis

The Protein BLAST program was used to search the non-redundant protein sequences
with organism Conus (taxid: 6490), and the algorithm BlastP (protein-protein BLAST) with
the default settings for the rest of the parameters.

5.6. Propagation of the Genetic Material for nAChRs Subunits

cDNA clones for neuronal human «3, o4, 7 and 32, and muscular mouse «1, 1, 9,
v, € nAChR subunits were kindly provided by Dr. Michael McIntosh (University of Utah,
Salt Lake City, UT, USA).

The plasmids of the nAChRs subunits were inserted in XL-1 Blue competent cells
and were purified by kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega;
Madison, WI, USA). Only the cDNA of neuronal nAChRs subtypes was linearized using
Not I enzyme and purified with EZ-10 Spin Column PCR Purification Kit (Bio Basic;
CDMX, Mexico). Transcription was done following the T7 mMessage mMachine Kit
(Applied Biosystem; Foster City, CA, USA) protocol and purified with the RNeasy Mini Kit
(QIAGEN; Redwood City, CA, USA).

5.7. Electrophysiology Characterization on nAChRs
5.7.1. Oocytes Isolation

Xenopus laevis frogs were anesthetized with 2% tricaine methanesulfonate (MS-222) for
30 min before performing microsurgery. Oocytes were placed in a 50 mL-Falcon tube with
OR-2 solution (82.5 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 1.0 mM MgCl,-6H,0 and 5 mM HEPES, pH 7.5
adjusted with 10 N NaOH) and washed at least 5 times with 40 mL to eliminate impurities.

To defolliculate the oocytes, 0.75 mg/mL of Clostridium histolyticum Collagenase A
(Roche, 10103586001) were added into 20 mL. OR-2 solution and stirred for half an hour
at room temperature. Then, the oocytes were washed at least 5 times with 40 mL of OR-2
solution to eliminate Collagenase A. Stage VI oocytes were manually selected and kept in
ND96 extracellular solution (96.0 mM NaCl, 2.0 mM KCl, 1.0 mM MgCl,-6 H,O, 1.8 mM
CaCl,-2 Hy0O, 5 mM HEPES, pH 7.3) added with Penicillin/Streptomycin (100 U/100 pg)/mL
and 100 pg/mL Gentamicin at 15 °C.
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5.7.2. Heterologous Expression

One day after harvesting, 5.2 ng and 2.5 ng of cDNA for the adult and fetal muscle
nAChR subtypes, respectively, were injected into oocytes with a Nanoliter 2000 (World
Precision Instruments; Guadalajara, Mexico). For the neuronal nAChR subtypes «7, «3(32
and o432, 32.2, 32.2, and 18 ng (total) of RNA were injected, respectively.

5.7.3. Electrophysiological Assay

Two-electrode voltage clamp technique was used for the recordings of neuronal and
muscular nAChRS expression 48 h upon injection. Glass microelectrodes (borosilicate
capillaries) were filled with 3 M KCl. Injected oocytes were placed in a 30 pL recording
chamber and membrane potential was clamped at —70 mV. ND96 solution was perfused
by gravity. Currents were generated applying pulses of 1 s of acetylcholine (ACh) per min.
Concentration of ACh was 1 uM for the fetal muscle subtype, 10 uM for the adult muscle,
200 uM for neuronal «7, and 100 pM for 332 and o432 neuronal subtypes.

To test the toxin, the perfusion of ND96 was stopped for 5 min and different concen-
trations of aD-FrXXA were directly pipetted into the recording chamber. After 5 min of
interaction, the toxin-receptors, perfusion and pulses were started over. Current ampli-
tude was measured before and after toxin administration. The difference between them
was converted to an inhibition percentage, taking the amplitude before toxin application
as 100%.

Data acquisition was done with the program LabView (National Instruments; Ciudad
Juarez, Mexico). An average of three oocytes was used to obtain the percentage for each
data. Concentration-response curves were fit to the equation % response + 100[1 + (toxin
concentration/ICsg) ny], where ny is the Hill coefficient, and the graphics were obtained
with GraphPadPrism Software, Version 9.1.0, San Diego, CA, USA.
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