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RESUMEN

RESUMEN

A lo largo de la vida evolutiva del planeta Tierra diferentes organismos han desarrollado
adaptaciones para facilitar su alimentacion y/o defensa, como lo es la produccion de
venenos. Entre los organismos marinos que han desarrollado estas adaptaciones podemos
encontrar los caracoles del género Conus. Los moluscos pertenecientes a este género
cuentan con un aparato que es capaz de sintetizar veneno, el cual, estd compuesto por
pequenas toxinas de naturaleza proteica; que se caracterizan por presentar gran afinidad

y alta especificidad por sus blancos farmacolégicos.

Las conotoxinas son usualmente clasificadas dentro de superfamilias, dentro de estas, se
encuentra la superfamilia T que se caracteriza porque sus blancos moleculares son canales
de calcio, proteinas G acopladas a receptores (GPCR), receptores de acetilcolina

nicotinicos (RNACh).

En este trabajo se evalué mediante registros electrofisiolégicos el efecto de la conotoxina
srSa (perteneciente a la superfamilia T) proveniente del caracol marino Conus spurius
sobre los canales de sodio dependientes de voltaje Nay1.5, Nay1.6, Nay1.7, expresados en
células HEK-293, a tres diferentes concentraciones (200, 400 y 600 nM). Encontramos que
sr5a inhibe selectivamente al canal Na,1.5 y modifica la dependencia de voltaje de la
inactivacion de estos canales en 10 mV. Al encontrar un bloqueo selectivo por la toxina
sr5a en Nay1.5, nos permitié renombrarla como la p-SrVA conotoxina, es decir, asignarle
una familia farmacoldgica. Este resultado contribuye al conocimiento de los componentes

del veneno de la especie Conus spurius.

RUELAS CALLEJAS 8



ABSTRACT

ABSTRACT

Throughout the evolutionary life of planet Earth, different organisms have developed
adaptations to facilitate their feeding and/or defense, such as the production of venoms.
Among the marine organisms that have developed these adaptations we can find the
snails of the genus Conus. The mollusks belonging to this genus have an apparatus that is
capable of synthesizing venom, which is composed of small effects of a protein nature,
named as conotoxins; that are characterized by having great affinity and high specificity

for their pharmacological targets.

Conotoxins are normally classified within superfamilies. There is the T superfamily, which
is characterized by its molecular targets: calcium channels, G protein-coupled receptors

(GPCR), and nicotinic acetylcholine receptors (nAChR).

In this work we studied the effect of the conotoxin sr5a from the marine snail Conus spurius
on the voltage-gate sodium channels Nay1.5, Nay1.6, Nay1.7 expressed on the HEK-293
cells and evaluated using electrophysiological recordings. We evaluated the toxin at three
different concentrations (200, 400 and 600 nM). We found that sr5a selectively inhibits
Nay1.5 and modifies the voltage dependence of channel inactivation by 10mV. Finding a
selective blockade by the sr5a toxin in Nav1.5, we could rename it as the pu-SrVA conotoxin,
that is, assign it a pharmacological family. This result contributes to the knowledge of the

components of the venoms of the species Conus spurius.

RUELAS CALLEJAS 9



INTRODUCCION

INTRODUCCION

En los ultimos 40 afos se ha dado un incremento considerable en el estudio de los
moluscos del género Conus ya que sus venenos estan compuestos de toxinas que han
permitido el desarrollo de nuevas drogas ya sea para uso terapéutico o como
herramientas de estudio para receptores y/o canales (Espiritu et al, 2001; Jin et al,, 2019).
Los compuestos toxicos de estos caracoles se conocen como conotoxinas (o
conopéptidos), que estan formadas de 10 a 30 aminoacidos (Olivera et al, 1991). Las
conotoxinas pueden clasificarse en superfamilias de acuerdo con la secuencia sefal del
precursor (hasta la fecha se reportan 30; “ConoServer,” n.d.; Kaas et al, 2010). Las
conotoxinas también pueden clasificarse por los arreglos de cisteinas de las toxinas
maduras (Olivera et al, 1991). Las superfamilias incluyen diferentes familias
farmacologicas las cuales se definen en funcidn de su blanco molecular y su efecto sobre

éste (Olivera y Cruz, 2001; Terlau y Olivera, 2004).

Cada especie de Conus posee en su veneno de 100 hasta 200 conotoxinas
altamente selectivas por sus blancos farmacolégicos (Olivera, 1997; Olivera y Cruz, 2001).
De las conotoxinas que se han estudiado se ha visto que cada una posee una gran
selectividad por su blanco molecular (Gao et al, 2017; Lewis et al, 2012a; Terlau y Olivera,
2004), de esta manera el estudio de las conotoxinas es importante para el desarrollo de
nuevas drogas para uso en terapias farmacoldgicas, o como herramientas de estudio de

canales idnicos y/o receptores.

La familia de las a-conotoxinas ha sido la mas estudiada hasta el momento, se
caracteriza porque los miembros pertenecientes a ésta son antagonistas especificos de los
receptores a la acetilcolina tipo nicotinico de acetilcolina (Celie et al, 2005; Mcmanus y

RUELAS CALLEJAS 10



INTRODUCCION

Musick, 1985; Rogers et al, 2000). Estos receptores pertenecen a la superfamilia de
receptores con asa de cisteina que regulan la transmision sinaptica; ademas de incluir al
receptor-canal a la acetilcolina, también se incluyen al de serotonina tipo 3, al del acido

y-aminobutirico (GABA) tipo A y al de glicina (Tsetlin et al,, 2011).

Por otra parte, las conotoxinas pertenecientes a las familias p-, pO-, yO8§-, 6-y 1-
se sabe que tienen sitios de union especificos a los canales de sodio dependientes de
voltaje (canales Nay) (Knapp et al, 2012). Estos canales son proteinas transmembranales
cuya actividad esta regulada por el potencial de membrana de la célula, juegan un papel
central en la sefalizacion celular (de Lera Ruiz y Kraus, 2015). Al dia de hoy se han
identificado nueve subtipos de canales de sodio Nay1.1- Na,1.9 (de Lera Ruiz y Kraus,

2015).

Las familias p-, pO de las conotoxinas inhiben las corrientes de sodio mediante la
union a un sitio externo del poro de los canales Nay (Hui et al,, 2002; Leipold et al., 2007).
Recientemente se ha descubierto que miembros pertenecientes a la superfamilia T
pudieran estar interactuando con los canales ionicos, siendo asi que existan mas

conotoxinas que interactien con los Nay (Gilly et al, 2011; L. Liu et al,, 2007).

RUELAS CALLEJAS 11
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ANTECEDENTES

Género Conus

Los caracoles del género Conus son moluscos de la Clase Gastropoda,
pertenecientes al Orden Neogastropoda, Familia Conidae (Brusca y Brusca, 2003), forman
un vasto grupo de aproximadamente 700 especies (Gao et al, 2017; Halai y Craik, 2009;
Kumar et al., 2015) que se distribuyen principalmente en ambientes tropicales y arrecifales
como en las aguas del Océano indico y Pacifico (Figura 1) (Olivera, 2002). También pueden

encontrarse en el Atlantico, Golfo de México y el Mar Caribe (Darryl y Camp, 2009).

Scoveng Vapngorg

Figura 1.- Diversidad de especies del género Conus. En color verde se muestran aquellos

lugares con menor diversidad y en rojo aquellos con la mayor diversidad. Mapa modificado de
https://biodiversitymapping.org/wordpress/index.php/cone-snails/

RUELAS CALLEJAS 12
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Antecedentes

Las especies de este género son carnivoras y se clasifican de acuerdo con el tipo
de alimentacién que presentan: vermivoras (gusanos, mayormente poliquetos),
molusquivoras (otros moluscos) y piscivoras (peces) (Olivera, 2002, 1997). En los litorales

mexicanos se han descrito 50 especies del género Conus (Darryl y Camp, 2009).

El género Conus posee una estrategia evolutivamente avanzada de caza que
emplean para la captura de su presa, para esto, han desarrollado un sistema de arpones
dispuestos en su proboscide que utilizan para captura y a su vez les sirve como aguja para

inyectar veneno en su presa (Terlau y Olivera, 2004).

RUELAS CALLEJAS 13
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Aparato de Veneno

El aparato venenoso que poseen los caracoles del género Conus esta constituido
por tres partes: un bulbo venenoso, un conducto venenoso y un saco radular (Figura 2).
El veneno primero es sintetizado en las células secretoras del conducto venenoso y
después cortado por proteasas generando conotoxinas activas que posteriormente seran
impulsadas por el bulbo hasta el saco radular, en éste se almacenaran en los dientes en
forma de arpdn que son utilizados como aguja hipodérmica al ser lanzados hacia su presa
(Olivera, 2002, 1997; Prashanth et al, 2014; Terlau y Olivera, 2004; Vetter y J. Lewis, 2012).
El veneno actua principalmente como inmovilizador de la presa, aunque también puede
ser utilizado como mecanismo de defensa y para alejar a otros competidores (Olivera,

2002).

Eséfago Bulbo venenoso

Conducto venenoso

Saco radular

Faringe

Probéscide

Figura 2.- Aparato venenoso del género Conus. Se ejemplifican los componentes
principales del aparato venenoso y algunas estructuras del caracol cénico (Imagen modificada de
Halai y Craik, 2008)

RUELAS CALLEJAS 14
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Generalidades del veneno de Conus (conotoxinas)

Los caracoles del género Conus son relativamente jovenes en términos evolutivos,
en los registros geoldgicos se indican que aparecieron después que los dinosaurios (hace
50 millones de afos) (Lopez-Vera et al, 2007; Olivera, 1997). Los caracoles Conus se
caracterizan por moverse lentamente en un ambiente donde sus presas son mas rapidas;
la gran cantidad y diversidad de compuestos que presenta el veneno de los caracoles
Conus demuestra una estrategia evolutiva eficaz para desarrollar venenos altamente

selectivos y por lo tanto eficientes para la captura de sus presas (Olivera, 2002).

Los venenos de los caracoles poseen una alta especificidad, lo que permite un uso
eficiente del mismo a la hora de capturar a su presa o como mecanismo de defensa. Otra
estrategia que presentan los caracoles, especificamente en la alimentacion, es la
combinacion de los compuestos que actian de manera conjunta para paralizar a la presa
(toxinas cabales); todas actuan con un mismo fin sobre diferentes blancos moleculares,
gjerciendo un efecto final de inmovilizar a la presa de manera mas eficiente (Craig et al,,

1999; Olivera, 2002).

Los componentes del veneno son codificados por un ARNm y sintetizados en las
células secretoras del conducto venenoso como precursores pre-propéptidos (largos de
70 a 140 residuos de aminoacidos). Todos los precursores presentan en su estructura tres

regiones caracteristicas (Figura 3):

RUELAS CALLEJAS 15
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La region pre, que es una secuencia sefial en el extremo amino terminal de 20 a 25
aminoacidos altamente conservada entre miembros de las mismas superfamilias. Dirige a

la molécula hacia su camino para ser secretada.

La region pro, intermedia, de 30-60 aminoacidos. Presenta sefales de

reconocimiento para que las enzimas realicen modificaciones postraduccionales.

La region de la toxina madura, en el extremo carboxilo terminal, de 8 hasta 40

aminoacidos, que funciona como el componente bioldégicamente activo del veneno.

Para obtener la toxina madura el precursor es sometido presumiblemente a cortes
que ocurren en el reticulo endoplasmico o en el aparato de Golgi (Kaas et al, 2010); estos
cortes se dan en la secuencia seial estandar encontrada justo antes de la secuencia del
péptido maduro (Craig et al, 1999; Kaas et al, 2010; Olivera, 2002, 1997; Terlau y Olivera,
2004; Woodward et al., 1990).

Region pre Regién pro Toxina madura

R11.4 MKICLTFLLYIMILASYTGEKSSKHTLSRAA-RVKNRGPSFCKADEKPCKYHADCCNCCLGGICKPSTSWIGCSTNVFLIR
R11.3  MKICLTFLLYIMILASYTGEKLSEQTLRRAA-R-KNKGPRCWVGRVHCTYHKDCCPSVCCFKGRCKPQSWGCSGRT
Epll.1 MKICLTFLLILVILPSVTGEKSSKRTLSGAALR—GDRGCSGIGOGCGODSNCCGDMCYGQICAMIFARCGD

Figura 3.- Ejemplo de pre-propéptidos de conotoxinas de la superfamilia

farmacolégica I. R11.4 y R11.3 pertenecen a C. radiatus, Ep11.1 pertenece a C. episcopatus.
Con letras rojas se muestra la region PRE; con letras negras la region PRO, y finalmente con letras
azules la toxina madura. Subrayado aparecen los residuos de cisteina de las toxinas maduras.

RUELAS CALLEJAS 16
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Cada organismo puede poseer de 100 hasta 200 toxinas maduras en sus venenos
(Olivera, 1997; Robinson y Norton, 2014). Hasta la fecha se han obtenido
aproximadamente 1800 secuencias de toxinas de las especies del género Conus y esta
cifra sigue en aumento (Gao et al., 2017; Zamora-Bustillos et al., 2021). Podemos encontrar
un catalogo de estas secuencias en el sitio conoserver.org

(https://www.conoserver.org/?page=classification).

Las toxinas en los venenos se caracterizan por ser moléculas formadas de 10 hasta
40 residuos de aminoacidos. Suelen ser clasificadas como conotoxinas, aquellos péptidos
ricos en puentes disulfuro, y como conopéptidos, aquellos con dos, uno o ningun puente
disulfuro (Halai y Craik, 2009). Aunque, Puillandre y colaboradores en 2012 realizaron un
estudio filogenético encontrando que tanto conopéptidos como conotoxinas estan
estrechamente relacionadas, por lo que esta clasificacién seria redundante (Puillandre et

al, 2012).

Clasificacion de las Conotoxinas

Las conotoxinas son clasificadas en superfamilias génicas basadas en la secuencia
sefal del precursor; hasta la fecha se han descrito 30 (A, B1, B2, B3,C, D, E, F, G, H, I1, 12,
13, K,LL M, N,O01,02,03,P,Q R S, T,U,V,Y, conodipina) (Jin et al, 2019; Robinson y
Norton, 2014) (Figura 4). Cada superfamilia a su vez puede contener varios arreglos de los

puentes de cisteina (Tabla 1) (Akondi et al, 2014; Gao et al,, 2017; Vetter y J. Lewis, 2012).

RUELAS CALLEJAS 17
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Figura 4.- Clasificacion de las conotoxinas. Se muestra la clasificacion de las conotoxinas
basada en la conservacion de la secuencia senal (superfamilia), arreglo de cisteinas, y familia con

su respectivo blanco molecular.
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Tabla 1.- Arreglo de cisteinas de las conotoxinas. Se muestran los patrones y nimero
de residuos de cisteina presentes en las conotoxinas, asi como las superfamilias génicas a las cuales
se asocian.

Arreglo de Numero de Conexion entre

cisteinas Patron de cisteinas cisteinas cisteinas Superfamilia
| CC-C-C 4 I-111, -1V A, M,01, T
I ccc-c-c-C 6 AM
I Cc-c-c-Ccc 6 M
v CC-C-C-C-C 6 -V, 1-111, IV-VI A,D,M
Vv Cc-Ccc 4 -1, -1V T
VI/VII C-C-CC-C-C 6 -1V, 11-V, HI-VI AH,1,M,0,QU,Y
Vil C-C-C-C-C-C-C-Cc-C-C 10 B2,S
IX C-C-C-C-C-C 6 -1V, 11-V, 1lI-VI P
X CC-C[PO]C 4 -1V, 11111 T
X| C-C-CC-CC-C-C 3 -1V, 11-VI, [lI-VII, V- ,
VI
XIl C-C-C-Cc-Ccc-Cc-C 8 1,12
X C-C-C-Cc-c-Cc-C 8 G, 12
XIV c-c-C-C 4 -1, 111V O Ot
XV C-C-CC-C-C-C-C 8 D,N, 02,V
XVI C-C-CC 4 M,0,Q, T
XVII C-C-Cc-c-cc-C 8 Y
XVIil C-C-cc-cc 6
XIX C-C-C-Ccc-c-c-c-C 10
XX C-CC-c-Cc-c-c-c-C 10
XXI Cc-c-c-c-cc-c-c-C 10
XX C-C-C-C-Cc-C-C-C 8 E, 11, M
XXHI C-C-C-CC-C 6
XXIV C-CC-C 4 B3, L
XXV C-C-C-C-CC 6
XXVI C-C-C-C-CC-CC 8
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XXVII
XXVIII
XXIX
XXX
XXXII
XXXIII

C-C-c-Cccc-c-C
C-C-C-Cc-Cc-Cc-C-Cc-C
CCc-c-cc-c-C
C-C-Ccc-c-c-c-cc
C-CC-C-C-C
C-C-C-C-C-C-C-C-C-C-C-C

10

10

12

o1
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Las superfamilias se subdividen en familias farmacologicas dependiendo del blanco
molecular sobre los que actian, como son canales iénicos dependientes de voltaje,
canales idénicos dependientes de ligando, receptores acoplados a proteinas G,
transportadores de neurotransmisores, entre otros (Gao et al, 2017; Terlau y Olivera,

2004).

La diversidad de conopéptidos encontrada en las especies del género Conus
también es debida a la mutacién del extremo carboxilo y de modificaciones
postraduccionales (Craig et al, 1999). Algunas de estas modificaciones pueden ser
amidacion del carboxilo terminal, formacion de puentes disulfuro, bromacién del
triptéfano, gamma carboxilacion de residuos de glutamato, sulfatacion de residuos de
tirosina, glicosilacion de residuo de serina y treonina (Craig et al, 1999). Las
modificaciones postraduccionales son llevadas a cabo en las células del conducto

venenoso antes de que sea cortada la toxina madura (Buczek et al, 2005).

Las modificaciones por lo general ayudan con la interaccion especifica de la
conotoxina con su blanco molecular, ademas de participar en la estabilidad del
plegamiento de algunas conotoxinas, sobre todo de aquellas que carecen de residuos de

cisteinas (Aguilar et al,, 2009; Lopez-Vera et al., 2007).

De los efectos de las conotoxinas que se han descrito sobre su blanco molecular,
el que mas resalta es el de antagonista competitivo, o0 no competitivo; aunque también
podemos encontrar que retrasan la inactivacion de su blanco molecular (Olivera y Cruz,

2001).
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Efecto de las conotoxinas sobre sus blancos moleculares

Hasta el momento solo se han caracterizado farmacoldégicamente
aproximadamente el 0.1% de las conotoxinas descritas (Jin et al,, 2019; Lewis et al,, 2012a),
muchas de ellas se han identificado como potenciales para su utilizacion clinica, puesto
que pueden discriminar entre subtipos de una familia de canales iénicos dada (Mclntosh

et al, 1999).
Se han descrito cuatro tipos de blancos moleculares:

e Transportadores de neurotransmisores: cuya familia farmacoldgica asociada
a estos es ¥.

e Receptores acoplados a proteinas G; cuyas familias farmacologicas
asociadas a estos son: p, X, conopresina, contulakina.

e Canales ibnicos activados por ligando; cuyas familias farmacologicas
asociadas a estos son: a, aA, aC, aD, aS, al, oJ, Y, o, kot-ikot, conantokina.

e Canales idnicos activados por voltaje; cuyas familias farmacoldgicas

asociadas a estos son: w, W, KO, d, 1, k, kA, kO, kM, «J, «l.

Conotoxinas que modulan transportadores de neurotransmisores

a-conotoxina: MrlA, MrIB, ambas conotoxinas son inhibidores no competitivos de

los transportadores de norepinefrina (Sharpe et al, 2001).

Conotoxinas que modulan receptores acoplados a proteinas G

Los receptores acoplados a proteinas G son una familia de proteinas de receptores

transmembrana que responden a estimulos extracelulares (por ejemplo, hormonas,
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neurotransmisores) que activan vias de transduccion de sefales para dar origen a
respuestas celulares especificas. Se encuentran en sistemas como vision, olfato, gusto,
participan en funciones neuroldgicas, cardiovasculares, endocrinas (Weis y Kobilka, 2018).

Las conotoxinas moduladoras de receptores acoplados a proteinas G son:

p-conotoxina: TIA, de 19 aminoacidos, con dos puentes disulfuro, inhibe los

receptores al-adrenérgicos (Sharpe et al, 2003, 2001).

Conopresina: Conopresinas Ty G, su funcién es muy similar al de la vasopresina y

oxitocina, solo que cambia una carga en la posicién 4 (Dutertre et al,, 2008).

Contulakina G: o CGX-1160 es un agonista de los receptores de la neurotensina

NTSR1, NTSR2 (Craig et al, 1999).

Canales ionicos activados por ligando (receptores-canal)

Los receptores canal activados por ligando, son canales que se abren en respuesta
a la union de un ligando. Cuando un ligando se une a la region extracelular del receptor
la estructura de la proteina cambia de manera que los iones pueden pasar a través de un
poro selectivo a determinados iones (por ejemplo, CI, Na*, K*, Ca®*). Estos canales se
separan en dos grupos de acuerdo a similitudes funcionales y estructurales (Terlau y

Olivera, 2004; Tovar y Westbrook, 2012).

Los receptores-canal poseen un dominio extracelular (ECD) que contiene el sitio de
union de ligando, un dominio transmembranal (TMD) que permiten el paso de iones a

través de la membrana conformado por 4 hélices transmembranales (M1-M4) y un
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dominio intracelular (ICD) formado por un asa entre M3 y M4 que juega un papel en la

modulacién del receptor (Thompson et al,, 2010).

Dos genes ancestrales han dado origen a dos distintas familias de receptores. Una
familia incluye a los receptores asa de cisteina que esta conformada por los receptores de
acetilcolina nicotinicos (nACh), 5-hydroxytryptamina (serotonina, 5-HTs3), acido y-
aminobutirico (GABAa) y los receptores de glicina (Barnard et al, 1987; Betz, 1990;
Grenningloh et al,, 1990; Miller y Smart, 2010).

La otra familia incluye a los receptores de glutamato, divididos en receptores
NMDA (N-metil- D-aspartato), receptores AMPA (acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico) y receptores de kainato. Todos relacionados en los procesos de

plasticidad sinaptica (Lewis et al,, 2012a; Waxham, 2014).

Conotoxinas que modulan canales ionicos activados por ligando

a—conotoxinas: Son antagonistas especificos de varios subtipos de los receptores
nicotinicos de acetilcolina (nAChR); proveen un recurso farmacoldgico importante, puesto

que pueden discriminar entre isoformas del receptor, tanto musculares como neuronales.

A las a-conotoxinas se les puede distribuir en subfamilias dependiendo del arreglo
y numero de residuos de aminoacidos presentes entre los dos pares de cisteinas que hay
en ellas, por ejemplo, la conotoxina Iml GCCSDPRCAWRC pertenece al grupo 4/3
(MclIntosh et al,, 1999, 1994).
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e Grupo 3/5 (CCX3CXsC) se caracteriza por encontrarse principalmente en
caracoles piscivoros y tener como blancos moleculares subtipos musculares
del receptor nAChR.

e Grupo 4/7 (CCX4CX7C) se caracteriza por tener blancos moleculares del
receptor nAChR del subtipo neuronal.

e Grupo 4/3, 4/4 (CCX4CX3C; CCXsCX3C) forman parte de un grupo
homogéneo, se caracterizan por bloquear receptores nACh de subtipo

neuronal.

aA—conotoxinas: antagonistas competitivos de los receptores nAChR subtipo

muscular, con 3 puentes disulfuro y no dos como las a-conotoxinas (Hopkins et al,, 1995).

P-conotoxinas: antagonistas no competitivos de los receptores nAChR subtipo

muscular (Mitchell et al., 1998).

og-conotoxinas: GVIIIA es el Unico inhibidor descrito para los receptores de
serotonina (5-HT3). Actla de manera competitiva, posee 10 residuos de cisteina y por lo
tanto 5 puentes disulfuro; se caracteriza porque el C-terminal estd amidado, también

posee un residuo 6-bromotriptofano (England et al,, 1998).

Kot-ikot: conopéptido de 86 aminoacidos, 13 residuos de cisteina, actia mediante
la desensibilizacion de los receptores AMPA incrementando la magnitud de la corriente

(Lewis et al,, 2012a; Walker et al,, 2009).

Conantokinas: conopéptido de 17 a 22 aminoacidos que inhiben selectivamente a
los receptores de NMDA. Son moléculas terapéuticas potenciales como analgésicos y
anticonvulsionantes (Jiménez et al, 2002; Malmberg et al, 2003). La ConG no contiene
residuos de cisteina, pero si muchos residuos de acido y-carboxiglutamico (Malmberg et

al, 2003).
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Canales ionicos activados por voltaje

Los canales ionicos sensibles a voltaje son proteinas de membrana activadas por
cambios en el voltaje de la membrana. Varias de estas proteinas exhiben selectividad por

cationes, y se dividen en canales de Na*, K*, y Ca®* (Catterall, 1995).

Su funcién principal es la generacion, formacion y transduccion de sefales
eléctricas en las células. El poro del canal esta formado por la subunidad alfa, que contiene
cuatro dominios homologos (Canales de Na* y Ca?*) o cuatro distintas subunidades
(canales K*) (Catterall, 1995). Cuando los canales idnicos son activados sufren un cambio
conformacional, que bajo condiciones fisioldgicas resulta en la permeabilidad selectiva de
cationes a través del poro. En este estado abierto, los canales pueden pasar a un estado
inactivado por un cambio conformacional adicional, de esta manera entra a un estado no
conductor; o pueden estar desactivados, regresando a un estado cerrado (Tombola et al,

2006).

Conotoxinas que modulan canales de sodio dependientes de voltaje:

p—conotoxinas: inhiben las corrientes de sodio, son péptidos de 22-25
aminoacidos, con seis residuos de cisteinas con arreglo tipo Ill, pertenecen a la

superfamilia M (Favreau et al,, 2012; Ott et al,, 1991; Terlau y Olivera, 2004).

HO—conotoxinas: péptidos hidrofébicos pertenecientes a la superfamilia O,
interfieren con los sensores de voltaje del dominio Il del canal de sodio (Leipold et al,

2007; Lewis et al,, 2012a).
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d—conotoxinas: Inhiben la inactivacion rapida del canal, provocando de esta

manera una excitacion de la célula (Shon et al, 1994).

1—conotoxinas: Son péptidos de 46 aminoacidos que incrementan la apertura del

canal de sodio (Fiedler et al, 2008; Wang et al,, 2009).

Conotoxinas que modulan canales de potasio dependientes de voltaje:

k—conotoxinas miembros de esta familia farmacoldgica se encuentran en varias
superfamilias, todas con efecto bloqueador de los canales de potasio dependientes de
voltaje (Lewis et al, 2012a; Terlau y Olivera, 2004), en la tabla 2 se muestran algunos

ejemplos.

Conotoxinas que modulan canales de calcio dependientes de voltaje:

w-conotoxinas: son inhibidores selectivos de las isoformas de los canales de
calcio. Hasta ahora las omega conotoxinas se mantienen como las Unicas conotoxinas
aprobadas por la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos, por sus siglas en
inglés) para tratamiento de dolor en humanos, como lo es la MVIIA conocida como prialt

(antes ziconotide) (Hannon y Atchison, 2013).
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Tabla 2.- Blancos moleculares de las conotoxinas. Se muestran las familias
farmacoldgicas y su efecto sobre sus blancos moleculares.

BI
anco Familia farmacolégica Accion sobre blanco Ejemplo
molecular
M Inhibidor competitivo PIIIA
no Inhibidor no competitivo MrVIA
Canal Na,
5 Inhibidor de la activacion TxVIA
! Inhibidor de la activacion RXIA
INO) PVIIA
KA SIVA
Canal Ky kM Todos bloquean RINK
KJ Pi14a
xl
MVIIA
CVID
Canales Ca, w Inhibidor selectivo
MVIIC
GVIA
o Inhibidores competitivos Iml
oD Inhibidores VxXXA
oJ Inhibidores PIXIVA
RnACh
aS Inhibidores RVIIA
oA Inhibidores no competitivos EIVA
W Inhibidores no competitivos PIIF
5-HT; o Inhibidor competitivo GVIIIA
AMPA Activador Kot-lkot
NMDA Inhibidor conantokina
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Especie de interés: Conus spurius

Conus spurius fue descrita primero por Abbott en 1954; es un caracol vermivoro
que se distribuye principalmente en los arrecifes de coral o aguas poco profundas de la
Florida, el Golfo de México y la peninsula de Yucatan. Mide entre 5 a 7.5 centimetros de
longitud, con concha caracteristica en forma de cono de color blanco y manchas naranja

o cafés. (Figura 5) (https://animaldiversity.org/accounts/Conus_spurius/)
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Figura 5.- Ejemplares de Conus spurius. (Imagen propia)

Se han caracterizado algunos péptidos a nivel de toxina madura provenientes de la

especie Conus spurius, se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3.- Conopéptidos caracterizados de
péptido, la superfamilia a la que pertenece.

Péptido

CNF-Sr1

CNF-Sr2

CNF-Sr3

o-SrlA

o-SriB

srba

sr7a

SrXIA

Superfamilia

RFamida

RFamida

RFamida

O1

Antecedentes

Conus spurius. Se muestra el nombre del

Referencia
(Maillo et al,, 2002)
(Aguilar et al., 2008)

(Campos-Lira et al, 2017)

(Lépez-Vera et al,, 2007)

(Aguilar et al., 2006)

(Luna-Ramirez et al,,

2007)

(Aguilar et al., 2007)

De los conopéptidos presentes en el veneno de Conus spurius se han caracterizado

bioquimicamente solo 7 (Tabla 3), dos de ellos pertenecientes a la superfamilia A (Lopez-

Vera et al., 2007) donde encontramos miembros de la familia de las a-conotoxinas, todas

ellas con blancos moleculares de los receptores de acetilcolina nicotinicos (RnACh). Las

otras conotoxinas pertenecen a las superfamilias de las conorfamidas (Aguilar et al,, 2008;

Campos-Lira et al, 2017; Maillo et al,, 2002); O- (Luna-Ramirez et al,, 2007); 12- (Aguilar et

al, 2007); y la superfamilia T- (Aguilar et al, 2006)
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Por otra parte, se ha descrito que miembros pertenecientes a la superfamilia T
pudieran estar interactuando con los canales iénicos, siendo asi que puedan existir mas
conotoxinas en esta especie que interactlen con los canales Nay (Gilly et al, 2011; L. Liu

et al, 2007).

Canales de sodio activados por voltaje

Las corrientes de sodio fueron descritas por Hodkin y Huxley en 1952 estudiando
la generacion del potencial de accion en los axones gigantes de calamar (Hodgkin y
Huxley, 1952). 26 afios después los canales de sodio dependientes de voltaje (Nav) fueron

aislados y purificados de la anguila eléctrica (Agnew et al., 1978).

En respuesta a una pequefia despolarizacion del potencial de membrana de la
célula, los canales Nay provocan una amplia despolarizacion por la facilitacién de entrada
de sodio a la célula, desencadenando la iniciacion y propagacién del potencial de accidon
tanto en las fibras musculares como en neuronas (Hille et al, 1999; Hodgkin y Huxley,

1952).

Los canales Nay consisten de una subunidad alfa (o, 260kDa), la cual forma el poro
conductor por el cual fluyen los iones sodio y contiene también el sensor de voltaje, ésta
se asocia a una o dos subunidades beta (1, 2, B3, 30-40 kDa); cuya funcién ha sido
asociada a la modulacién de la expresion del canal en la membrana y de las propiedades
biofisicas de la subunidad principal (Catterall, 1995). Cada subunidad esta formada por

cuatro dominios transmembranales (DI, DII, DIll, DIV), y a su vez cada dominio esta
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formado por seis segmentos transmembrana (S1-S6) unidos por asas intra y extracelulares

(Figura 6).

Algunos residuos de aminoacidos que se encuentran en el segmento 4 de cada
dominio forman el sensor de voltaje, en donde los residuos cargados positivamente de S4
provocan que este se mueva en respuesta al voltaje y acopla este movimiento a la apertura
y cierre del poro del canal. Mientras que el giro que se forma entre los segmentos 5y 6

forman el filtro de selectividad y permeabilidad del ion (Yu y Catterall, 2003).

Extracelular

Filtro de Apertura Intracelular
selectividad del canal

Figura 6.- Canal abierto de sodio. Vista extracelular a la izquierda; vista lateral a la derecha.
Ambas son imagenes obtenidas mediante cristalografia de la bacteria Na,Ms, una bacteria marina
de Magnetococcus sp. Podemos observar los dominios que conforman el canal y los segmentos de
cada dominio. Imagen modificada de Lera Ruiz y Kraus, 2015.

Hasta la fecha se han clonado nueve subtipos del canal nombrados del Na,1.1 al
Nay1.9. Las subunidades alfa exhiben distribucion especifica del tejido; los subtipos Nay1.1,
Na,1.2 y Nay1.3 se expresan en el sistema nervioso central (SNC). Na,1.6 es expresado

tanto en el sistema nervioso central como en el periférico; mientras que Na,1.7, Na,1.8 y
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Nay1.9 se expresan en el sistema nervioso periférico (SNP). Los subtipos Nay1.4 y Nay1.5
son abundantes en musculo esquelético y cardiaco respectivamente (de Lera Ruiz y Kraus,
2015; Knapp et al, 2012). Recientemente Na,1.5 se ha asociado al comportamiento

metastatico de varios canceres epiteliales (Lopez-Charcas et al, 2021).

Los canales Nay son blancos moleculares de algunas neurotoxinas importantes
como lo son: la tetrodotoxina (TTX), la saxiotoxina (STX) y la batracotoxina (BTX), asi como
de péptidos aislados de venenos de escorpiones, arafias y caracoles Conus. Se sabe que
estas toxinas interactlan con seis sitios en el canal, inhibiendo o modulando las

propiedades de su apertura (de Lera Ruiz y Kraus, 2015).

Los seis sitios diferentes con los que interactian las toxinas no solo se distinguen
por el sitio al cual se unen, también por la accion que la toxina ejerce sobre el canal

(Stevens, Peigneur y Tytgat, 2011).

Sitio 1: se caracteriza por el bloqueo del poro, lo que provoca que el flujo de Na*
no puedan llevarse a cabo. Es el sitio mejor estudiado, esta compuesto por los residuos
ubicados entre las asas que conectan los segmentos S5 y S6 de los cuatro dominios
transmembranales. Las p-conotoxinas se caracterizan por unirse a este sitio. Algunos

ejemplos son KIIIA, SIIIA, PIIIA, GIIIA.

Sitio 2: la union de las toxinas a éste produce una activacion persistente. Los
residuos involucrados en este sitio se encuentran dentro de las hélices del S6 en el Dl y

DIV (Stevens et al,, 2011). A este sitio se unen batracotoxinas y grayanotoxinas.
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Sitio 3: la unidn de las toxinas a este sitio inhibe o retrasan la inactivacion. Los
residuos del canal de sodio involucradas en esta interaccion incluyen a los que se
encuentran en las asas extracelulares entre los segmentos S5y S6 de los dominios DI-DIV
(Thomsen y Catterall, 1989). Entre las toxinas que se sabe se unen al sitio 3 se encuentran

las a-toxinas de escorpidn, toxinas de anémonas marinas y arafias.

Sitio 4: la unién de las toxinas a este sitio provoca una modificacion en los
mecanismos de apertura, que recorre la dependencia al voltaje de la activacion a
potenciales mas hiperpolarizantes, y reducen la amplitud de las corrientes de sodio
(Cestele et al., 2006; Stevens et al, 2011). Los residuos involucrados se encuentran en el
S3 y S4 de DII. Neurotoxinas que se unen a este sitio son las B-toxinas de escorpion, [3-

toxinas de arafas, y las pO-conotoxinas.

Sitio 5: esta conformado por el S6 del Dl 'y el S5 del DIV. Aunque se desconocen los
residuos involucrados en la participacion con este sitio, se sabe que la interaccion de
neurotoxinas en este sitio produce varias alteraciones en la apertura del canal: (i)el
potencial de activacion cambia a potenciales mas hiperpolarizantes, (ii) los canales
permanecen mas tiempo abiertos, (iii) la inactivacion se enlentece o es inhibida. Las
neurotoxinas que interactian con este sitio provienen de algunos dinoflagelados,

brevetoxinas y ciguatoxinas.

Sitio 6: sitio aun no definido, se sugiere, sin embargo, que S3 y S4 del DIV podrian

estar involucrados gracias al estudio de la 6-ctx SVIE (Leipold et al, 2005). El efecto que
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ejercen sobre los canales Nay es el de reducir la inactivacién sin la tipica dependencia de

voltaje.

Los canales de sodio pueden clasificarse con base en su sensibilidad a la
neurotoxina TTX; Nay1.1, Nay1.2, Na,1.3, Na,1.4, Na,1.6 y Na,1.7 son bloqueados por
concentraciones nanomolares de la toxina, por lo tanto, son clasificados como sensibles a
TTX. Mientras que Na,1.5, Na,1.8, Na,1.9 son bloqueados en el rango micromolar de TTX,

y son clasificados como canales resistentes a TTX (Goldin et al,, 2000).

El alto grado de homologia entre los diferentes subtipos del canal Na,, dificil
producir ligandos que sean subtipo especificos. Sin embargo, se sabe que los canales Nay
presentan sitios de union especificos para miembros de cuatro familias de conotoxinas y,
MO, §, 1. Varios estudios han identificado que los sitos de union a estas conotoxinas esta

restringido a dominios o areas bien definidas (Knapp et al,, 2012).

Las p-conotoxinas se unen a la region del poro de los canales Na.. La selectividad
esta dada por las diferencias entre residuos que se encuentran en la region entre el S5y
la primera parte del asa que une al siguiente segmento (Li et al, 2003). Entre las
conotoxinas pertenecientes a la familia u que se ha visto que tienen efecto modulador
sobre estos canales de mamiferos; podemos nombrar a: SIIIA, CnlllIA, SmIlIA, MIIIA, BulllA,
BulllB, TIIIA, GIIA, PIIIA, KIIIA, CnllIC (Favreau et al, 2012; Shon et al,, 1998; van der Haegen
et al, 2011; Wilson et al,, 2011).
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Las uO-conotoxinas son péptidos hidrofébicos que inhiben las corrientes de sodio.
Hasta la fecha se han descubierto seis: MrVIA, MrVIB, MfVIA, LtVIIA, LtVIC, de entre 28 a
32 aminoacidos, cada conotoxina contiene tres puentes disulfuro. Entre las conotoxinas
MrVIA y MrVIB solo existe una diferencia de dos residuos de aminoacidos (Fainzilber,
1995). Poco se sabe de la relacion actividad-estructura que pueda ayudar a definir como

se da la especificidad de las uO conotoxinas (Gajewiak et al, 2014; Vetter y Lewis, 2012).

Las &-conotoxinas son péptidos que inhiben la inactivacién de los canales Na..
Como ejemplo de estos tipos de conotoxinas se encuentran TxVIA y TxVIB que
incrementan la duracion de las corrientes de sodio (Hasson et al., 1993). Poco se sabe del
mecanismo de interaccion entre las 8-conotoxinas y los canales Nay; Sin embargo, se sabe
que las conotoxinas SVIE y EVIA interactdan con el dominio hidrofobico del sensor de
voltaje de los canales (Barbier et al, 2004; Leipold et al, 2005). Otras conotoxinas
pertenecientes a la familia delta son: PVIA, GmVIA, SuVIA (Jin et al., 2015; Safo et al., 2000).
Otra conotoxina que modula las corrientes de los canales Nay, incrementandolas, es la

LtIlIA; aunque no se sabe el mecanismo de accién sobre los canales (Wang et al., 2009).
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Superfamilia T de las conotoxinas

Los miembros pertenecientes a la superfamilia T comparten una secuencia sedal
altamente conservada y un arreglo de cisteinas caracteristicos en las toxinas maduras.
Cada superfamilia se divide a su vez en familias definidas por sus blancos farmacologicos

(Luo et al,, 2006; Olivera, 2006; Terlau y Olivera, 2004).

La superfamilia T esta dividida en tres grupos basado en el arreglo de cisteinas. El
arreglo V (o T-1 (Olivera, 2002)) incluye conotoxinas con dos pares de cisteinas separadas
por 4,5 o 6 aminoacidos (CC-CC), los enlaces disulfuro se forman entre los residuos de
cisteina I-1ll y lI-1V (Robinson y Norton, 2014). El arreglo X (o T-2 (Olivera,2002) tiene una
estructura CC-C-C con enlaces entre I-1V y lI-ll. Por Ultimo, la conotoxina TxXIIIA es Unica,
muy similar al arreglo V (T-1), pero con una cisteina extra (CC-CCC), sin embargo, se

desconoce la conectividad entre las cisteinas (Robinson y Norton, 2014).

Las conotoxinas pertenecientes a la superfamilia T con arreglo de cisteinas V (T-1)
han sido encontradas en caracoles Conus tanto piscivoros, vermivoros como
molusquivoros (Rigby et al., 1999; Walker et al, 1999). De estas conotoxinas conocidas y
que han sido evaluadas se ha visto que tienen efecto sobre el comportamiento de los
peces y ratones. La conotoxina TxVA ha mostrado efectos provocando la hiperactividad
en ratones cuando se inyecta intracranealmente; también se ha comprobado que reduce
el flujo de Ca?* presinapticamente ya sea por unirse a un canal de Ca* o por unirse a un
GPCR (receptor acoplado a proteina G) (Walker et al, 1999). La conotoxina Lt5d inhibe
corrientes de Na* sensibles a tetrodotoxina en neuronas del ganglio de la raiz dorsal en

ratones (Liu et al,, 2007).

RUELAS CALLEJAS 37



Antecedentes

Anteriormente se habia caracterizado a sr5a por Aguilar y colaboradores (2006), de
dicho trabajo se sabe que la conotoxina sr5a es un péptido hidrofébico, cuya secuencia
de aminoacidos es INWCCLIFYQCC, con una masa calculada de 1616.68 Da; pertenece a
la superfamilia T-1. La conectividad de cisteinas ocurre entre los residuos I-lll y II-IV
(Aguilar et al, 2006), este arreglo de enlaces disulfuro pertenece al arreglo V (Robinson

and Norton, 2014).

Cuando sr5a es inyectada intracranealmente en ratones, estos muestran una
extension corporal después de 2-4 minutos en ratones de 9-dias de nacidos; mientras que,
en ratones de 16 dias, exhiben una disminucion de la actividad y respiracion agitada
dentro de los 15-19 minutos de haber sido administrada sr5a intracranealmente (Aguilar

et al., 2006).

Se sabe que las conotoxinas pertenecientes al grupo T-1 de la superfamilia T
afectan distintos tipos de blancos moleculares, como lo son: canales de calcio o receptores
acoplados a proteinas G (Aplysia californica) (Rigby et al,, 1999); receptores acoplados a
proteinas G (somatostatina sst3R de humanos) (Petrel et al, 2013), canales de sodio
voltaje-dependientes (resistentes a TTX, sensibles a TTX, ambos de rata) (J. Liu et al,, 2007),
agonista de receptores k-opioides (en ratones) (Brust et al, 2016), y receptores de
acetilcolina (en rata a3p4 y a3B2) (Wang et al., 2014), de manera que el descubrimiento

de nuevos blancos moleculares dentro de esta superfamilia no puede ser descartado.
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JUSTIFICACION

Dos a-conotoxinas del veneno del caracol marino Conus spurius han sido
caracterizadas bioquimicamente SrlA y SrIB, cuyo blanco molecular son los receptores
NnACh (Lopez-Vera et al, 2007), y recientemente, una conorfamida (CNF-Sr3) cuyo blanco

molecular es un canal de potasio dependiente de voltaje (Campos-Lira et al, 2017).

Respecto a la conotoxina sr5a (Aguilar et al, 2006), perteneciente a la superfamilia
T1, a la fecha no se ha identificado un blanco molecular especifico para ella; por lo que,
en este trabajo se caracterizd electrofisiolégicamente el efecto de sr5a de Conus spurius

sobre la actividad de canales Nay.

Gracias a la implementacion de herramientas de prediccidén, como lo es iCTX-Type
(Ding et al,, 2014), se predicen los posibles blancos moleculares de las toxinas basados en

la secuencia de éstas.
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Hipotesis

Con base en los analisis de prediccion iCTX type que identificaron como blancos
moleculares a tres canales idnicos, la conotoxina sr5a presente en el veneno de Conus

spurius tendra mayor afinidad por uno de los subtipos del canal Na..
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Objetivo general

Caracterizar electrofisiologicamente el efecto del péptido sr5a de Conus spurius sobre la

actividad de canales Na.

Objetivos especificos

e Obtenery purificar la conotoxina sr5a del veneno de Conus spurius.

e Evaluar el efecto de la conotoxina sr5a sobre los canales Nay1.5, Nay1.6, y Na,1.7

expresados en las células HEK-293.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencion de ductos venenosos:

Los ductos que contenian el veneno de Conus spurius utilizados en este trabajo fueron
proporcionados por el laboratorio de Neurofarmacologia Marina a cargo del Doctor

Manuel B. Aguilar Ramirez del Instituto de Neurobiologia-UNAM.

Extraccion del veneno crudo de C. spurius:

El veneno fue extraido de los conductos mediante la homogenizacién de estos
colocandolos en 10 ml de solucién de extraccion (40% acetonitrilo y 2% acido
trifluoroacético). Los conductos fueron homogeneizados (SHM1, Stuart) y posteriormente,
la disolucién homogénea se centrifugd a 16000 xg por 30 min, el sobrenadante se

conservo como la fraccién cruda que contiene los péptidos de interés.

Separacion de los componentes del veneno:

Los péptidos contenidos en el veneno de C. spurius se separaron mediante cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) en fase reversa utilizando una columna analitica Vydac
C18 (4.6 mm x 250 mm, con un tamafio de particula de 5 um), provista con una precolumna
de silice (218TP54, 4.6 X 10 mm, 5 ym de tamano de particula). Para la elucién de los
componentes se utilizd un flujo de Tml/miny un gradiente lineal de 5% a 95% de solucién
B (90%ACN, 0.085% TFA) por 95 min. El HPLC fue acoplado a un espectrofotometro UV de
flujo y se realizé la deteccidn de los péptidos monitoreando la absorbancia de la muestra
a 220 nm. Todas las fracciones fueron colectadas manualmente y se liofilizaron en un

concentrador (Savant SpeedVac Concentrator, Thermo), posteriormente se conservaron a
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-30°C. La fraccion que correspondia a la conotoxina sr5a fue separada para

posteriormente realizar los estudios funcionales.

Determinacion de la secuencia parcial "de novo”

La fraccion que correspondia a la conotoxina sr5a fue procesada para realizar una
secuenciacion parcial “de novo” en el Laboratorio Universitario de Proteomica del
IBT/UNAM (Servicios de identificacion, caracterizacion estructural y cuantificacion de

proteinas a través de la Espectrometria de Masas de alta resolucion).

Al realizar este procedimiento, podemos encontrar, a partir de un fragmento de proteina
contenida en la muestra, la secuencia de una proteina con identidad similar a una proteina

ya conocida.

Sintesis de la conotoxina sr5a

Previamente, la conotoxina sr5a habia sido aislada y caracterizada a nivel de estructura
primaria, conexion entre cisteinas y actividad bioldgica en ratones por Aguilar y
colaboradores (2006). Sin embargo, debido a la limitada cantidad disponible de sr5a

nativa, decidimos utilizar la toxina sintética para realizar nuestros experimentos.

La conotoxina sr5a fue sintetizada por la compania Peptide 2.0 Inc, con una pureza (HPLC)
del 95.36%. Ya que la conotoxina es hidrofébica (IINWCCLIFYQCC) esta fue disuelta en

20% de dimetil sulféoxido (DMSO) como solucion madre (35.3 mM de sr5a en la solucion)).
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Cuantificacion de la conotoxina sr5a

Calculamos la concentracion de la conotoxina disuelta en 20% DMSO mediante la
correlacion del area bajo la curva obtenida mediante HPLC de la a-conotoxina sintética

RglA (la cual es de 14 aminoacidos, igual que sr5a), respecto al area obtenida para sr5a.

Prediccion del blanco molecular

La prediccién del blanco molecular se realizé usando la aplicacién iCTX-Type (Ding et al,

2014) http://lin-group.cn/server/iCTX-Type.

La secuencia de residuos de aminoacidos de sr5a es ingresada a la plataforma en formato
FASTA, posterior a lo cual se arroja el resultado de posibles blancos moleculares y la
probabilidad, siendo 1 la mas alta de que el blanco molecular corresponda a una familia

de canales.

Expresion de canales de sodio en células HEK-293

Se realizé la evaluacion electrofisiologica utilizando células HEK-293 como sistema de
expresion heterdlogo de los canales Nay1.5 (cDNA de humano, GenBank #M77235),
Nav1.6 (cDNA de rata, GenBank #AF049239) y Nav1.7 (cDNA de rata, GenBank #U79568).
Las células HEK-293 fueron incubadas a 37°C en una atmosfera saturada de 95% de Oz y
5% de CO2 en 90% de medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium),
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina. Las transfecciones se realizaron con JetPEI® (Santa Cruz Biotechnology.

Inc) como agente transfectante en cajas de Petri de 35-mm, acorde con el protocolo del
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fabricante, el vector que se utilizd fue PCNA3.1, cada subtipo de Na, fue fusionada a la

proteina verde fluorescente (GFP).

Las células transfectadas se despegaron a las 24 h después de iniciada la transfeccién y
fueron sembradas sobre cubreobjetos de vidrio (5x5 mm) contenidos en cajas de Petri de
35 mm. Los registros electrofisioldgicos se llevaron a cabo en las células incubadas al

menos 2 horas.

Registros electrofisiologicos utilizando la configuracion de célula completa
(patch clamp)

Para evaluar si la toxina sr5a afectaba las corrientes generadas por la apertura de los
canales Nay se utilizé la técnica de “patch-clamp” en la configuracion de célula completa
(Kornreich, 2007) a una temperatura de 20-23°C. Los registros fueron obtenidos utilizando
un amplificador Axopatch 200B (Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, EUA), conectado a
una interfase Digidata 1322 A/D (Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, EUA). Las sefales
adquiridas, asi como los protocolos de voltaje necesarios para estudiar las corrientes de
sodio fueron disefiados y aplicados con el programa pCLamp 9.4 (Molecular Devices Inc.,
Sunnyvale, CA, EUA). Todas las corrientes registradas fueron filtradas a 20 kHz. Las sefiales
de corriente fueron digitalizadas a diferentes intervalos de tiempo (10 - 100 us) por medio
del convertidor analdgico-digital de la interfase y finalmente almacenadas en el disco duro

de la computadora para su posterior analisis.
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Durante los registros electrofisioldgicos un cubreobjetos con células transfectadas fue
transferido a la cdmara de registro donde habia una solucion externa que contenia en mM:
158 NaCl, 2CaCl, 2 MgCl,, 10 HEPES-NaOH (pH 7.4). 299 mOsm. pH7.4. Las células fueron
visualizadas con ayuda de un microscopio optico invertido (Eclipse TE300, Nikon). La sefial
de registro fue adquirida utilizando electrodos de borosilicato fabricados a partir de
capilares de vidrio (TW 150-3; WPI Inc.) con resistencia de 2-3 MQ y llenados con solucién
interna (en mM: 117 CsF, 30 NaCl, 1 CaClz, 10 EGTA y 10 HEPES-CsOH (pH 7.3). 310
mOsm.). Las células fueron fijadas a un voltaje de -100 mV y evocadas las corrientes con
pulsos despolarizantes de -10 mV cada 10 segundos. Debido a la limitada cantidad de la
conotoxina sr5a, los registros fueron hechos mediante la aplicacion local de la conotoxina
en la camara de registro. Como el péptido se encuentra disuelto en DMSO, la
concentracién maxima de éste fue de 0.060% en la camara de registro, cuya concentracién

no altero la amplitud de las corrientes en las células evaluadas.

Evaluacion electrofisiologica de la conotoxina sr5a

La conotoxina sintetizada fue disuelta en 20% DMSO, la solucién madre tenia una
concentracion 35.3 mM de sr5a. Se evalud el efecto a 3 concentraciones distintas (200 nM,
400 nM, 600 nM) sobre las corrientes de sodio activadas por voltaje. Cada concentracién
fue agregada a la camara de registro que contenia solucion externa una placa con células

HEK que expresaban algun subtipo de Nay y se observo el efecto.

Las corrientes de sodio fueron activadas mediante pulsos despolarizantes de 16 ms a 0
mV aplicados cada 10 s, desde un potencial controlado (fijacion de voltaje) de -100 mV.
La amplitud de las corrientes fue normalizada con respecto a la capacitancia de la

membrana celular y se expresaron como densidad de corriente (pA/pF).
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Las curvas de activacién se obtuvieron con el siguiente protocolo: Se aplicé un pulso
despolarizante de 16 ms de duracién en un rango de voltaje de -60 a +90 mV. Mientras
que para las curvas de inactivacion se aplicé un protocolo de dos pasos: El primer paso
(prepulso) consistio en la aplicacion de un pulso largo de 200 ms para promover la
transicion de los canales del estado estacionario al estado inactivado, en un rango de -
140 a -60 mV. El segundo paso fue un pulso de prueba de -10mV para medir la fraccién
de Ina que no fue inactivada durante el primer paso (prepulso). Las curvas de activacion

fueron normalizadas (conductancia vs. voltaje) de los canales Nay1.5 y se ajustaron a una

_Vm-v1/2 )
funcion de Boltzmann G = Gmax/(1+ e( k )), donde Gmax es la conductancia

maxima de Nay Vi es el potencial de prueba, V1,2 es el punto medio de activacion y k es
el factor de la pendiente. La dependencia de voltaje de la inactivacion en el estado

estacionario de Inav también fue normalizada y se describié con una sola funcion de

_vijz . L .
Boltzmann: I = I, / (1 + e((Vm k )), donde Imax s la corriente maxima, V1,2 es la mitad

de la corriente maxima de sodio, y k es la pendiente.

Analisis de datos

Los registros electrofisiolégicos fueron analizados y graficados utilizando los programas
Clampfit del paquete pClamp 9.02 (Molecular Devices) y Prism 6.0 (GraphPad Software

Inc.).

Todos los resultados se expresan como la media * el error estandar (EEM) de los valores
obtenidos en (n) células. Las diferencias estadisticas fueron determinadas utilizando el
analisis de varianza seguidas por las comparaciones multiples de Dunnett utilizando

Na,1.5 como grupo control, y se indican como “++" para P<0.01y “+" para P<0.05.
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RESULTADOS

Fraccionamiento del veneno

Una vez obtenido el veneno de C. spurius se procedié a realizar un perfil
cromatografico (Figura 7); del cual se colectaron manualmente 24 fracciones liquidas en
tubos Eppendorf de 1.5ml que posteriormente fueron liofilizadas y almacenadas a -30°C.
De las 24 fracciones, la fraccion 15 (de ahora en adelante se nombrara como F15) fue la

gue se seleccioné como la fraccion que contenia a la conotoxina sr5a.

Por el trabajo previo del Doctor Aguilar y colaboradores se conoce la secuencia de
residuos de aminoacidos, conectividad entre residuos de cisteina y tiempo de retencion;
y por esto ultimo se sabe el tiempo al cual va a eluir la conotoxina, es por ello que

tomamos a F15 para los siguientes experimentos.
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Figura 7.- Perfil cromatografico del extracto crudo del caracol marino C. spurius. Los
péptidos fueron separados con una columna C18, eluyéndolos con un gradiente de 5% a 100% de
solucién B en 95 minutos, con un incremento de B de 1% por minuto y un flujo de 1 ml/ min. Las
lineas indican la division de cada una de las fracciones recolectadas manualmente (F1-F24).

F15 se sub-fracciond para aislar el componente sr5a, y de esta manera obtener el

compuesto lo mas puro posible y verificar la presencia de la conotoxina. En la figura 8 se

muestran las fracciones obtenidas a partir de F15.
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Figura 8.- Perfil cromatografico del sub fraccionamiento de F15. La elucion fue realizada
con un gradiente de 35-55 % de solucion B (90% ACN, 0.085% TFA) en 60 minutos.

Secuenciacion parcial "de novo”

Las subfracciones fueron analizadas en el Laboratorio Universitario de Protedmica
del IBT/UNAM para realizar una secuenciacion parcial “de novo" para verificar la presencia
de la conotoxina sr5a en el veneno de C. spurius. De esta secuenciacion “de novo” fueron
obtenidas 6 secuencias diferentes de precursores; de las cuales, dos corresponden al
precursor de la conotoxina conocida sr5a (Tabla 4, nimero 2 y 3) (Zamora-Bustillos et al,
2009). De esta manera confirmamos la presencia de la conotoxina sr5a en el veneno de C.

spurius anteriormente aislada por Aguilar y colaboradores (Aguilar et al., 2006).
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Tabla 4. Busqueda de identidad de secuencia con la base de datos NCBInr (Mollusca)
utilizando como herramienta BLAST. Las secuencias 2 y 3 corresponden a la secuencia del
promotor de sr5a.

NO SEQUENCE SEQUENCE ID PROTEIN NAME COMPARACION DE
SECUENCIA
1 VATVSLPR OWF48254.1 tyrosinase-like protein ~ Query 1 VATVSLP 7
tyr-3 [Mizuhopecten '
yessoensis] Sbjct 427 VATVSLP 433

2 DDVPLASFHDNAK COKYC3.1 RecName:
Full=Conotoxin Sr5.4;
Flags: Precursor

Query 1 DDVPLASFHDNAK 13
Sbjct 28 DDVPLASFHDNAK 40

3 TKDDVPLASFHDNAK  COKYC3.1 RecName: Query 1 TKDDVPLASFHDNAK 15
Full=Conotoxin Sr5.4;

Flags: Precursor Sbjct 26 TKDDVPLASFHDNAK 40

[Crassostrea gigas] )
Sequence ID: Sbjct 389 VDLLDDMLEFLK 400

5 LEQNLSQLK - - -

6 QDLTLLLDAYGGLEAEK - - -

La prediccién del blanco molecular de la conotoxina sr5a se llevé a cabo utlizando
el programa iCTX-Type (Ding et al, 2014; Yuan et al, 2013), el cual consiste en el analisis
de la secuencia de una conotoxina daday la compara con una base de datos de secuencias

de conotoxinas conocidas (disponible en linea: http://lin-group.cn/server/iCTX-Type). El

analisis de la secuencia en el programa iCTX Type mostro las siguientes probabilidades:
Nay 0.75 > Cay 0.23 >K, 0.01, siendo Nay los canales que tienen mas probabilidad de ser
blancos farmacoldgicos de sr5a; por lo que decidimos realizar evaluaciones

electrofisioldgicas de sr5a en al menos tres subtipos de Na..
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Resultados

Sintesis y cuantificacion de sr5a

Debido a la poca disponibilidad de la conotoxina nativa, se envio a sintetizar y su
pureza fue evaluada mediante cromatografia de fase reversa. En la figura 9 se muestra el
perfil cromatografico de sr5a con un gradiente de 5 a 95% de solucion B (90% ACN,
0.085% TFA) por 95 min, con un flujo constante de 1 ml/min. El producto de la sintesis

quimica fue 95.36% puro.
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Figura 9.- Cromatografia de fase reversa (HPLC) de la conotoxina sintética sr5a. El
inserto muestra la secuencia de residuos de aminoacidos de sr5a y en rojo la conectividad de los
residuos de cisteina. Para el cromatograma se utilizé una columna analitica Vydac Cis (4.6 mm x
250 mm, con un tamafo de particula de 5 pm), provista con una pre-columna de silice (218TP54,

4.6 X 10 mm, 5 ym de tamafio de particula).
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Evaluacion electrofisiologica

Con base en los resultados arrojados por la prediccién hecha en el programa iCTX
type, fue evaluado el efecto de sr5a sobre los canales de sodio Na,1.5, Nay1.6 y Na,1.7, los
cuales estan distribuidos en musculo cardiaco, sistema nervioso central (SNC) y sistema
nervioso periferico (SNP), y SNP respectivamente. Estos canales fueron expresados en

células HEK293 como sistema de expresion heterologa.

Dado que las conotoxinas presentan una afinidad desde el orden de nanomolar
hasta micromolar se realizd una curva dosis respuesta en Na,1.5. Como podemos observar
en la Figura 10 a la concentracion de 200 nM de sr5a se observd un bloqueo de la corriente

en un 34%; por lo que, las evaluaciones electrofisiologicas siguientes se realizaron con

200nM.
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Figura 10.- Curva dosis respuesta para sr5a en hNa,1.5.
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Continuando con la evaluacién electrofisiolégica a 200nM en la figura 11 A-C se
muestran ejemplos de trazos representativos de la corriente en control (color negro, A-C)
y la corriente en presencia de sr5a (200nM); color rojo para Nay1.5, color verde para Na,1.6,
y color azul para Nay1.7. Mientras que en la figura 11 D se ilustra el analisis cuantitativo
del efecto sobre las corrientes. La conotoxina sr5a a una concentracién de 200nM bloqued
el 33% 5% (n=9) de la corriente del canal hNay1.5; mientras que, a esa misma
concentracién el bloqueo de la corriente de sodio en rNay1.6 fue del 14 + 5% (n=5) y en

rNa,1.7 del 7% + 2% (n=4) (Figura 11D).

II|I |I| ."” 2 ms
\200 nw sr5a | '
I| I

.U Ju‘f

L 10 my 10 m

O

C Nay1.7 200 nM sr5a

aol 1€

Blocked current {5

200 nM Sr5a

-10 m\
00 Ma,1.5 MNay16 MNa,a17

Figura 11.- Inhibicion de las corrientes de los canales de sodio activados por voltaje
por la conotoxina sr5a. Trazos representativos de la inhibicion de sr5a (200nM) sobre hNa,1.5
(A), rNa,1.6 (B), y rNa,1.7 (C). Los registros se realizaron utilizando la técnica de control de voltaje
en célula completa (patch-clamp) en células KEK-293 que expresaban los canales de sodio. Las
corrientes de sodio (/ns) fueron generadas aplicando pulsos despolarizaciones de 16 ms de
duracion a -10mV cada 10 s desde un potencial de mantenimiento de -100 mV. Cada trazo
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corresponde al promedio de tres registros para cada condicion. La linea punteada representa las
corrientes en ausencia de estimulo. (D) Disminucién de /ns generada por la activacion de hNa,1.5,
rNa,1.6, rNa,1.7 en presencia de 200 nM sr5a. Los resultados se muestran como el promedio de
inhibicién + SEM del nUmero de células registradas (n entre paréntesis en cada caso). Analisis
estadistico utilizando comparacién multiple de Dunnett usando Na,1.5 como grupo control. ** P
<0.01y*P< 0.05.

Para saber si sr5a produce un efecto dosis-dependiente se realizaron evaluaciones
electrofisiolégicas utilizando mayores concentraciones, y aplicando el mismo protocolo
de activacién de Ine. En la figura 12 se muestra el analisis cuantitativo obtenido después
de haber expuesto a los canales de sodio a 400 nM (Figura 12 A) y a 600 nM (Figura 12 B)
de sr5a. La aplicacion de la conotoxina sr5a a 400 nM confirmé tener mayor especificidad
sobre las corrientes de los canales hNay1.5, incrementando el bloqueo de Ing al 50%.
Mientras que a la misma concentracion el bloqueo en la corriente de los canales rNay1.6

y rNay1.7 incrementd de 14 a 17% y de 7 a 19% respectivamente.
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Figura 12.- Incremento de las concentraciones de la conotoxina sr5a también

bloquea la Ina con una mayor especificidad sobre el subtipo hNay1.5. Porcentaje de la
amplitud de Ina generada la activacion de hNa,1.5, rNa,1.6, y rNa,1.7 en presencia de 400 nM (A)
y 600 nM (B) de sr5a. Las barras indican el promedio de /na = SEM del nimero de células
registradas (el nUmero esta indicado entre paréntesis). Analisis estadistico de varianza seguido por
comparacion multiple de Dunnett tomando a hNav1.5 como control, ** P < 0.01y * P< 0.05.

La conotoxina sr5a inhibié con mayor potencia la Ing de hNay1.5, por lo que los
siguientes analisis fueron realizados sobre este subtipo. Para analizar con mayor detalle
las propiedades biofisicas del canal en presencia de sr5a, se evalud el efecto sobre la
relacion corriente-voltaje de la Ing, asi como la dependencia de voltaje en los procesos de
activacion e inactivacion del canal. Estas propiedades funcionales fueron evaluadas en
ausencia y presencia de sr5a. En la Figura 13 se muestra la magnitud de /ns €n un rango
de voltaje de -60 a +90 mV en células que expresaban el canal hNa,1.5, tanto en ausencia
(circulos negros) como en presencia (circulos rojos) de 400 nM de la conotoxina. En
circulos rojos podemos observar que hay una disminucion de Inq en todo el rango de
voltaje a la cual los canales Nay1.5 generan corrientes entrantes sin ningdn cambio
significativo de la dependencia al voltaje de la activacion; lo cual sugiere que sr5a no

interfiere con este mecanismo del canal Nay1.5.
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Figura 13.- Relacion de la corriente-voltaje (I-V) de la Ina generada por la activacion
de los canales hNa,1.5 en presencia de sr5a. Cada punto en la gréfica corresponde al
promedio del pico maximo de la corriente en cada potencial. En negro se muestran la /g
normalizada con respecto a la capacitancia de la membrana obtenidas en ausencia de sr5a
(control), mientras que en rojo se muestra la respuesta de corriente obtenida durante la presencia
de 400 nM de sr5a. Las curvas |-V se obtuvieron aplicando pulsos despolarizantes en un rango de
-60 mV a +90 mV en incrementos de 10 mV desde un potencial de mantenimiento de -100 mV.

Para entender el posible efecto de sr5a sobre el proceso de activacion de Inq se
construy6 una curva de conductancia asociada a la activacién de la corriente, con un rango
de potencial de -60 a +30 en el caso de la activacion. Como se muestra en la figura 14A
los resultados fueron ajustados a la funcién de Boltzman e indicaron que durante la
activacion de Nay1.5 la dependencia al voltaje de la conductancia no fue modificada por
la presencia de sr5a (trazos rojos), tal como lo confirman los valores obtenidos para el
potencial de activacion media (V7,2) y por la pendiente (k) de la curva con respecto a las

condiciones control (trazos negros).
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Sin embargo, la conotoxina sr5a parece afectar la dependencia de voltaje del
proceso de inactivacion de hNav1.5 obtenidos mediante la evaluacion de la disponibilidad
de canales abiertos de hNa,1.5 tanto en ausencia de sr5a (trazos color negro) como en
presencia de sr5a (trazos color rojo). Como podemos observar en la Figura 14B existio un
cambio hacia voltajes mas negativos de 9.6 mV, sin mostrar cambios en la relacién de la

pendiente.
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Figura 14. A- Efecto de sr5a en la activacion e inactivacion de los canales hNa,1.5.
A- Relacién conductancia voltaje de los canales en ausencia (circulos negros) y en presencia de
400 nM de sr5a (circulos rojos). Los datos experimentales fueron ajustados a una funcién de
Boltzman (lineas continuas). B- Curva de inactivacion en estado estacionario de hNa,1.5. Cada
punto en las graficas corresponde al pico de la corriente de Inov Normalizada contra el potencial
del primer paso del protocolo, en condiciones control (circulos negros) y en presencia de 400nM
sr5a (circulos rojos). Cada conjunto de datos fue ajustado a una funciéon de Boltzman (lineas
continuas) con los siguientes parametros (valores de Vi, y de k): -91-1 £0.8 y 5.9+0.3 mV en
condiciones control, y 100.4 +2.7 y 6.4+0.1 mV en presencia de sr5a. P< 0,05; prueba t de Student.
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Al comparar la secuencia de aminoacidos entre conotoxinas descritas para la
superfamilia T, utilizando la aplicacion Clustal W, se muestra que el péptido sr5a no
comparte similitudes significantes en la secuencia con respecto a otras conotoxinas de la

superfamilia (Figura 15).

T _CnVA -—-—-ECC-HRQLLCCLRFVNH

p_Lt5d ---DCC-PAKLLCC----NP

srba IINWCC-LIFYQCC-——----

e TxVA -—-—-ECC--EDGWCCTAAP--

o TxVC -—-KPCCSIHDNSCCGL----

Conorphin-T —-——-NCC--RRQICCNH----
* % * %

Figura 15.- Alineamiento de secuencias multiples Clustal W. Alineamiento de sr5a
(negritas) con otras conotoxinas T-1 con diferentes blancos moleculares: tT-CnVA (blanco
molecular receptor SST3); u-Lt5d (blanco molecular: corrientes sensibles a TTX de sodio); e-TxVA
(canales de sodio voltaje dependientes en Aplysia californica, GPCR); a-TxVC (RnACh en ratas);
Conorfina-T (receptores opioides tipo k). Los asteriscos indican los residuos idénticos entre las
secuencias.

Se sabe que la conotoxina p-Lt5d bloquea los canales de sodio TTX-sensibles
(Nay1.1, Nay1.2, Na,1.6 y Na,1.7 aunque no se ha especificado sobre cual muestra mas
afinidad). Comparando su secuencia con sr5a (Figura 16), podemos observar que no hay
similitudes, lo que podria explicar la ausencia de efecto de esta en los canales Na,1.5, que

claramente son inhibidos por sr5a (Figura 11, Figura 12).
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srba IINWCCLIFYQCC--
m Ltbd —--D-CCPAKLLCCNP
o . Kk * *

Figura 16.- Alineacion de residuos Clustal W. Alineacion de sr5a (negritas) con p-Lt5d que
bloquea los canales de sodio dependientes de voltaje sensibles a TTX. Los asteriscos indican
residuos idénticos entre ambas secuencias. Mientras que los puntos marcan sustituciones
conservadas.
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DISCUSION

El estudio de las conotoxinas y descubrimiento de sus blancos farmacologicos
permite el desarrollo de tratamientos farmacoldgicos o de herramientas de estudio para
canales y/o receptores especificos. Estudiar los componentes de veneno presentes en C.
spurius contribuye al conocimiento de una especie presente en aguas mexicanas; en
especifico, el estudio de sr5a en este trabajo permite ampliar el conocimiento de la
conotoxina y poder considerarla como una herramienta para el estudio de canales de

sodio y poder aislar la respuesta de los diferentes subtipos.

Si bien en este trabajo solo se evalud el efecto de sr5a sobre tres subtipos de Nay
gue se encuentran en tres tipos de tejido especificos, aun se puede ampliar su estudio,
por ejemplo, evaluar el efecto de sr5a sobre otros canales resistentes a TTX (Nay 1.8, Nay
1.9) y de esta manera saber si hay mas afinidad dentro de los subtipos de canales Nay
resistentes a TTX; ya que como pudimos comprobar, sobre dos canales sensibles a TTX

(Nav1.6 y Nay1.7) no hubo tanta afinidad.

Quiza sr5a pueda estar interactuando con los residuos de aminoacidos que se
encuentran en los subtipos especificos resistentes a TTX. Habria que realizar mas registros

con los otros subtipos de Nays.

De entre todas las conotoxinas estudiadas hasta ahora que ejercen un efecto en los
canales de sodio dependientes de voltaje, se han reportado a las p, uO, y u-O8§ conotoxinas

como inhibidoras (Jin et al, 2019; Lewis et al, 2012b; Puillandre et al, 2012), estas
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conotoxinas provienen principalmente de caracoles piscivoros. Mientras que las &
retardan la inactivacion del canal; actian sobre Nay1.2, Na,1.3, Nay1.4, Na,1.6, Na,1.7; y las
tincrementan la apertura del canal (de Lera Ruiz y Kraus, 2015; Leipold et al,, 2005; Wang
et al, 2009) actuan sobre los subtipos Nay,1.6, Na,1.7 Nay1.2; ambas familias de
conotoxinas provienen principalmente de caracoles molusquivoros y vermivoros. Como
pudimos observar en este trabajo, sr5a se asemeja mas al comportamiento de las p-
conotoxinas dado que provoca una disminucion en la amplitud de Ing algo que también
debemos resaltar es que sr5a proviene de un caracol vermivoro, nunca antes se habia

aislado una p conotoxina de un Conus vermivoro.

Ademas, se ha visto que las y, pO, y py-O§ tienen como blanco molecular
principalmente Nays resistentes a TTX, mientras que en este estudio se encontrd que sr5a
tiene afinidad por Na,1.5 que es resistente a TTX; ampliando las caracteristicas de la familia

farmacoldgica de las p-conotoxinas.

Otra caracteristica a resaltar, es que las p-conotoxinas llegan a poseer de 11y hasta
33 residuos de aminoéacidos (Prashanth et al, 2014), lo que las convierte en moléculas
faciles de sintetizar quimicamente, como lo pudimos constatar en este trabajo. Por otra
parte, las & conotoxinas son altamente hidrofobicas lo que dificulta su sintesis y posterior
utilizacion para evaluacion; algo similar ocurre con sr5a, ya que por su hidrofobicidad se
tuvo que disolver utilizando 20% de DMSO. Sin embargo, el uso de DMSO no alteré los
resultados electrofisiolégicos, ya que como pudimos observar, hay diferencias de bloqueo
de corriente entre los diferentes subtipos de canal Nay (Na,1.5, Na,1.6, Na,1.7) evaluados

en este trabajo.
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Si bien, aun falta determinar el mecanismo de accidn entre Sr5a y los canales de
sodio Nay1.5, podemos conocer, por los resultados obtenidos en este trabajo, que la
interaccion de sr5a con Nay1.5 no afecta la activacion del canal (Figura 14A); mientras que,
para el caso de la inactivacion, sr5a facilita la transiciéon de Na,1.5 a un estado inactivado
a potenciales mas negativos (hay un desplazamiento del voltaje alrededor de 10 mV;
Figura 14B). Lo que estaria significando que el sitio de union de sr5a en Nay1.5 podrian
estar involucrado con la maquinaria de inactivacion voltaje-dependiente del canal Nav1.5.
A la fecha, no se habia documentado que las conotoxinas interfirieran con la dependencia
de voltaje de la inactivacion (Leipold et al, 2007; L. Liu et al,, 2007; McMahon et al,, 2020;
Munasinghe y Christie, 2015; Stevens et al, 2011). Futuros estudios permitirian esclarecer

el mecanismo de accién de sr5a en los canales de sodio voltaje-dependientes Nay1.5.

Debido a que hemos demostrado un bloqueo de sr5a en el subtipo Nay1.5,
podemos nombrarla como p-SrVA conotoxina, por lo que este trabajo contribuye en el

conocimiento de los componentes del veneno de C. spurius.
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% Se logré aislar la conotoxina u-SrVA del veneno presente en el caracol marino C
spurius.

>

X/
*

Se evalu¢ el efecto de la conotoxina p-SrVA sobre los canales Nay expresados en el
sistema heterdlogo de células HECK-293; donde se observé que p-SrVA modula
preferentemente a los canales de sodio dependientes de voltaje Na,1.5.

)

X/
L X4

Los resultados del presente trabajo de tesis aportan nuevo conocimiento en el campo
de conocimiento del blanco molecular de la conotoxina u-SrVA, la cual modula la
corriente de Na,1.5 inhibiéndola.
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» Evaluar SrVA en otros subtipos de Nay; por ejemplo, otros subtipos
resistentes a TTX (Nav1.8 y Nay1.9) para ampliar el conocimiento de la

afinidad de esta conotoxina sobre otros subtipos de canales Nay.

» Evaluar SrVA en otros subtipos de Nay sensibles a TTX.

» Determinar los residuos de aminoacidos que estan interactuando con

Nay1.5.
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1. Introduoetion

In the last 40 years, there has been & considerable increase in the
studhy of smails of the geoms Cones, which are marine predators with
wenoms that contain toxins that have allowed the development of new
drugs [1]. Thess toxins, known &= conotoxins (or conopeptides), ane
gemerally 10-30 amino acids in length [2]. Conotoains are classified into
gene superfamilies according to the charscteristic signal ssquence re-
gion of each initial peptids translational prodwet, also known = “pre-
cursor”, Mgﬂmblﬁ:mmh To date, 30

have been reg d [4,5]. G are also classified
mﬂm@hhqﬂﬂ.ﬂﬁmmﬂiﬂ'Mmhemm__t-
ilies inclode different logical families, which are
ddhndmdmgh:thﬂ'mdﬂmhurp{q receptor, chanped, or

transporter) and their effects on it [6,7].

Ench Conus species has 100-200 conotoxins in its vemom with spe-
cific potential molecular targets [1.7,5]. Each one is very specific in
terms of its molecalar target [6,9,10]. Due to their high specificity, the
study of conotoxins is imy for the develog of tools for the
study of jion chamnels and /or receptors, and pharmacol ogical therapies.

Comes sportus i & species that ferds on marine worms. They are
distributed mainly in coral reefs or shallow waters from Florids to the
Yocatan Peninsula [9,11]. They mesmre between & and 7_5 centimeters
and have o charscteristic white cones-shaped shedl with crange or brown
spots. To date seven peptides hawve been characterined from the venom of
specimens of this snail [11-149], whereas others hanve been identified by
HT-PFCR or tamscriptomic anslbyses [20.21]. The peptides characterized
at the protein leve belong to five superfamillies: the conorfamides [12,
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15,18], the A- [17], O1- [19], I2- [11], and T-superfamilies [14],
wherens thoss distimguished at the nucleic acid bevel belong to Te; M- A,
Oesuperfamilies and Com-ikot-ikot [21].

The T-uperfamily is divided into two growps, according to the
mrrangement of cystel idoes. The T-1 ims: himve bwo pairs of
cysteines separated by 4-6 amino scids (OC-0C]; the bridges are formed
between cysteines 1L and O-IV. The T-2 conotoxins also hove four
cysteines, but with one pair of sdjscent cysteines amd the other s=pa-
rated by two amino acids (OC-C-C); the bridges are formed between
cysteines FIV and I-00 [2 22]).

Conotoxins belonging to the T-1 superfamily heve shown a physio-
logical «ffect after intracranial imjection in mice [14,23,24], and fish
[24]. Furthermore, some T-1 superfamily conotoxins have o somewhsat
defined target: TxVA reduces presynaptic Ca™ influx sither by targsting

Ppisides 55 (3003 oSy

manufscharer’s protocol. HEK- 293 cells were transfectsd with 1.5 pg of
humam cDA Ma,1.5 (GenBank scorssion #FMTTEE) rat cDMA Na, 1.6
(GenBank #FAFO49I3S) rat cDNA Mayl.7 (GenBank #UT9568], along
with the c[HNA of GFF as a reporter gene. Cells were dissociated 24-72 h
Frer trapsfection and plated an lips for o physialogical
expeTiments.

Far the evaluation of the srBa conotoxin effect on sodium channel
expressed in HEE-293 cells, wholecell patche-clamp cumrents were

i at room I (21-23 *C) following the methods as
desoribeed befone [54]. Briefly, sodium corrents were obtained by using

wmwm-du-nmrzn Li5d inhibits
tetrodotaxin-sensitive Ma™ currents in rat DG peurons [25]; v-CoWA
displays o micromaolar antagonist property for the buman sst3 rereptor
[26]; Conorphin-T acts as an agonist of h w-opioid P [271,

am A h 200B amplifier, a Digidata] 322 A/D converter, amd
pllﬁhﬂ?.dsuﬁwmﬂlﬂmﬂlrbﬂ'}nﬂ LLC). Currents were digits-
limed at 20 kHz analog filtering. Whole-cedl sevies resistanee and cell
up-mummhmcpmdumeﬂ-iuﬂ&npldﬁm

and TxVE selectively targets the aufz and ofi; subtypes of rat neuronal
micotinic acetylchaline raceptor (mAChR) [29].

In: this study, we demoestrate for the first time & potential molecalar
targes of conotoxin srha belonging to the T-1 superfamily. The conotoxin
was fiound to decresce the corrents of Nyl 5 volinge-activted sodium
channels bt not of the Mayl.6 and Ma,l.7 subtypes. The resulis

d anew target subtype for this particular members of
the T=superfamily. Thus, we renamed peptide srfa as conotoxin pSrvA.

2. Materials and methods
27, Symibfenc conotorn sria

Freviously, conotoxin srSa from & spurins was isolated and charne:
terized at the levels of primary strocture, disalfide comnectivity, amd
biological activity in mice by Aguilar and cols., 2006 [14]. However, due
to the Bmited availability of native sr5a, we used a synthetic toxin to
comdnrt our sxperiments. Conotoyin srba was chemioally symthesimed by
Peptide 2.0 Inc, with a purity (HPLC) of 9536 % The synthetic con-
otoxin was dissobred in 20 % of dimethy] sulfoxide (DMS0) as stock,
gince conptoxin @ wBa & @ highly hydrophobic  peptide
(MINWOCLIFYQOC)L
22F amtficmhon of conotooin erha

We calculated the concentration of the toxin in 20 % of DMSO, by
relating the area under the curve obtained by RP-HPLC for 5 nmol of the

synthetic @-comotoxin RglA (which has 14 amimo acids in length, the
same &5 sria), with respect to the aren obtained for srba.

2% Prediction of molecuiar target

The probable effects of toxin sr5a on ion channels was predicted
wsing the iCTH-Type [29,50].

24, Sequence afignment

Multiple sequence alignments were performed using Clustal 'W 1.8
[31] at the FRABI-Grerland Bhome-Alpes Bioinformatic Pole Gerland Site,

Insiitute of Biclogy and Protein Chemdstry [32], with the defanlt pa.
ramsters [120],

25 Call mulhre and inmsfachion

HEK-293 cedls were grown in DMEM/F12 mixture supplemented

with 10 % FES, lmwmdtmwm ot 37
*C with & % OO0y Transi fi d with PEI

(Samta Cmuz Biotechmology. Inc.) in E-mdﬂrﬂ,mﬂnghﬂt

with the built-in circuitry of the amplifier and in some cases
“wmhymmnwmm
ticn was as follows (in mM 158 Na(l, 2 CaCly, 2 MgCl,. Boresilicate
glass pipettes (WP Ine.) with resistnnees of 23 M were filled with an
internal solution containing (in mM): 117 CsF, 30 Na(l, 1 Cally, Both
sodutions contained also 10 HEFES and were adjusted to pH 7.3 with
Nﬂil!numufﬂulmnmllﬂh}'ufﬂunﬁnpepﬂdﬂ.mdhph
test its blocking effect om sodi fi d by local
l;plinlm-nfﬂ!mﬂnbﬂ!mﬂl:gmhﬂ' Peptide srSa was
dissolved in DMSO0 with maximal concentration of 0.060 % in the
recording chamber, which in most of the cells tested did not alter the
cumrent amplitude. nssays were performed at: 200,
m-dﬁﬂ}nﬂnfhnm"mﬂk

Valtage gated d by 16-ms depolarizing
puhulnl}n‘l'ﬁtnlhnlﬁgpnmﬂlluf ]ﬁﬂn"l'.lmﬂdmuyil}i
w-nﬂ.lndﬂm--- lized to cell capac amid Exp
as current density (pA/pF). M 1 muﬁumﬂ[m-dm
m\mhge}quﬂch.mdsmﬁndvdﬂ:lmﬁmﬂ-
Gaue/(1 4 &P (Ve = Vyzh/k)), where Gun is the maximum Nat
conductance; ¥y, is the test potential, V2 is the mid-point of activation,
amd k is the slope factor. The voltage-dependence of steady-state inac-
tivation of Ma® currents was also deseribed with o single Boltzmarm
fumction: [ = o1 4 exp(i¥n = Vi), where Ing is the maodmal
mv,ﬂumwmﬂmmnuuhmm
guantitative remalts are given s the mesn 4 standard error (SEM).

7. Smuistcal analysis

Sentistical = was determined nsing amshysis of varianes
followed by Dunmett’s multiple comparisons by using Na, 1.5 & & con-
trol group. ** F < 0000 and * P 006

3. Results

A1, Synthesis of sha

Peptide srSa was chemically synthesized with the final product being
95,56 % pure. The chemical parity of the fimsl product was confirmsd by
HPLL (Fig. 1) with a gradiest of 5-95 of solution B (90 %ACH, 0085 %
TFA) for %6 min at o fow mte of 1 ml per minote. The mass spectrum
displays & major m/x 50456 monoisotopic signal that comesponds to o
mass of 161720 Da (data not shown; these walues agrees well with the
theoretical monoisotopic mass of 1616.68 Da.

23 Moleailar nrget identification for Sa

T-1 conotoxing beve shown an =fect on the centmal nervous spstem
{CMS) of different orgamisms swch s fish, molleses, and mice m
particular, srfa elicited different behaviors on S-doy and 16-day old
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30

340

L3360
ra

ran

FNWCCLIFY

A, —

g i f f T

I S S N

Tirne (min]

Fig- 1. Reversed-phase HPLC chromaiogram of symtisetic srSe. The insert shows the: sequenes of sming acids residue of se5a and the connectvicy of is cysieine
el dues (disulfide bonds). The standard one-lemer oode 13 emplopad for aning brids.

mice upon intracranial injections [14]. However, o specific molecalar
target for the T-1 conotoxin srBa hes been reported to date.

Consequently, we predicted the type of maolecular target of toxin srSa
by means of iCTX-Type, o sequence-based predictor for identifying the
types of ion channels targeted by conotoxins [20,55], available online
[249]. This analysis yielded a 075 probability that this peptide targets
Mo" chanpels, followed by .23 for Ca™" channels, and 0.01 for K
channels (dats ot shown).

Therefore, we tested stia on three subtypes of voltage-gated sodium

channels hlayl .5, riay].6, and oyl 7.
ﬁ:eﬁednfzﬂﬂnurﬁnmmdnmmlfﬁﬂlnputﬂun
sammarized in Fig. I Sodi Were l by 16-ms de
polarizations to = 10 mV applied every 10 s to patch-clamped HEE-293
cells transfected with hMNa- 1.5, thay] 6, or ridey].7 channels, Panels A,
B, and C show representative traces in the absence (controd, ©) and the
presence of 200 nM stha in the reconding chamber for each indicated
channel. [t can be noted that srSa inhibéts the current cartied by hMa, 1.5
channels more stromgly than that from ria,] 6 and rido, )7 channels.

FQ_ ! I hiichiissn Hmm el iy
by w5, Rispr rezcadings
showing starionany inhibidon by 200 oM of seSa on

hNal.5 (A), rHs15 (B), and Na,l.7 () cerments.
Whale<ell pach<lamp recordings wers made from
chansels transienty expeesed in HEK-293 cella. Cur
Feits wese evoked by woltige sepe w— 10 mV fom &
holdieg potential of — 100 mV applied every 105
Current maces ape averages of thees consecuive fe-
comdizgs for each condison. The dotied line represents
eepn cwrrent bevel D Radecton im by, asapliveds by
200 M wa at — 10wV for ] 5, tHan] 6, il 7

Dwita rep maean 4 SEM of de
mumsber of cells indieated b paethy Stats-
tizal sigmificencs when esing analysis of varance fol-
lowed by Dunnetts multple comparisons by usisg

Magl.5 s o controd geoup: Y P« 0000 and ® P - 005

Ney15 Nay15 N, 1.7
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The guantitative anashysic of these cumrent recordings is shown in the bar
graph on panel D, The srBa conotoxin blocked 33 % = & % of hMa, 1.5
chamned sodium current, wherens the same copcemtration of conotoxin in
the= riia, 1.6 subtype comsed o corrent blockege of 14 =+ 5% and ooly 7
+ 2% of the corrent carried by the o, 1.7 isoform

In order to understand the changes in the amplitode of the current at
different comcentrations of the conotoxin srfa; two additional doses of
srha, 40, and &00 oM were sdministered ssquentially during dleciro-
physiclogical recordings (Fig. A and B, respectively). Om the one hand
it was ohserved that the srSa toxin maintnined a preferential block on
the current of hiNa 1.5 chanee incressing up to 50 % with a concen-
tration of 400 nM. On the ofher hand, the same concentration on the
riiny 1.6 channel subtype imcressed the blocked comment from 14 % to
17 %, while incressing the blockade from 7 % to1% % on the fayl.”
subeype

Furthermore, the effect of toxin st5a on the bioplysical properties of
N2, 1.5 channels, including the currentwaoltnge relatioschip, and the
wol tnge-dependence of activation and insctivation, were evaluated in
the absence and the presence of 400 nM sBa, which, as stated above,
imhibits around 50 % of the sodiom current. Az shown in Fig. 4, the
magnitude of sodium cumment mhdbition was very similar af most: tested
potentials {from ~ 60 to <+ %0 mV), saggesting that srba does not
imterfere with the voltage-dependence of activation. This observation
was further analyzed with the conductsnce curve of the hMa,l.5
chamnel (Fig. SA)L Fitting of conductance data points with the Bolt-
mann function indicates that during the activation of Na. 1.5, condoc:
tance was not significantly modified by the blocking effect of =5a, as
shown by the averaged values of half-activation voltage (V; ;) and the
slope of the relationship (k) for both sxperimental conditions.

In the a5a atoxin affected the woltage-dependence of
imactivation of hMayl.5 chanpels. Asvmilability of May chammels was
assessed by o classical twospulse woltage clamp protocol. The first step
was o 200-ms prepulse o voltages between ~ 140 and - 60 mV inten-
ded to promote the transition to the steady-state mactivation of chas-
mels. The secomd step was a brief test pulse to = 10 mV to measure the
&lmninl'lu. Mwmmvﬂwhmw

bility was caleulated by liring the current at - 10 mV for
ench prepulse potential. The midpoint (V2] of the voltage-dependence:
of inacthmtion was shifted 9.6 mV to more negative potentials (Fig. 5B,
without chamges in the slope of the relationship. There were no changes
either in the inacthation kinetics of the current in the presence of the
toxin {0.71 = 0.06 me for control, and 083 £ 0] ms for srSa; n= &
P o 0.05; Fig. 2A). Interestingly, wind were reduced by srSa
(Fig. 5C) The fraction of hNay1.5 channels availoble for opeming at

T0mY was reduced by 66 % in the presence of 400 nM scha, as
indicated by the steady-state macthation curves. Because we did not

F the activation of the sodi at pe fial s more negative
tham - & m¥, the actual region of the window current could not e
A
400 nid

M1 ¥ ]

Ha,1.8 - ]
inkr
M 18 Lo ]
’ LA X

Bk murvert (%)

Fig- 3. Higher coneentrations of sSa conotorin alsa bleedk preferentially cmrren s b hNey 15 oh
ar5a ar — 10 W for hNoy] 5, fay] 6, and f¥ay] .7 channe] sebenis. Deta reporsents msn + SEM of te number of cells indi

Fig. 4. Effect of ar5a in the bage (1-¥) relationship of hia,l.5
mnnpumﬁnumeputwdﬂrlupmi
Elack symbols are contml and red symbols ane

I&mmmMumeLhmum B0 o
+mnﬁ'hmnvup|knm-mngpunnuu_1Muvc-mm-
limudes: were normalized by cell o obiain cument densiny valees.

drmwm, however the ohesrvation of channel availability from insctive-
Hnnnmlnlﬂitnlhepmﬂldimﬂ:lnh:hﬁndﬂtwmdmun‘mt
region o maore neg P amd reduced the size of the region
sgnificantly.

4. Disrussion

Previously, Aguilar et al. [14] reported the purification and charac-
terization of the primary structure and dimalfide comnectivity of com-
cpeptide srba and its effects when injected intracranially into mice
extension of the body and tarns for 2-4 min in S-day-cld animals, and
depressad activity for 15-19 min and agitated respiration in 16-day-old
mice. However, they did not identify the molelar target of the com-
ctoxin and aside from these pharmecclogical properties no more is
imown about aba. In the present stndy, we provide svidence of the
selective effect of conotoxin srBa on the hiayl 5 voltage-activated so-
dium chanmels subtype.

It is kmowm that conotoxins belonging to the T-1 group of the Tesm-
perfamily affect several distinet targets: caleium chanmels or G proéein-
coupled receptors (Aplysia cofiformion) [22]; G protein-coupled receptors
(human, somatostatin sstR) [20], volinge-gated sodium channels (rat
TTH-resistant and TTX sensitive) [25], © opicid receptors (agomist)
(mouse) [27], and scetylcholine receptors (mt oyfiz and ayz) [2£], and
thas the potential discowery of new molecular targets types or subitypes
in this superfamily conmot be ruled out. & Clustal W muoltiple ssquences
alignment indicates that peptide sba shares no significant sequence:
similarity with amy of these peptides (Fig. &)L

However, the amalysis by the iCTX-Type predictor yielded a .75
Fnhdﬂlh}'ﬂ:tlhhpqiiﬂet.‘geth+nhmd:.inlnmdhyﬂﬂh
Ca®™ channels, and 0.01 for K chamnels. Therefore, we focused on the

B
250 Al
Myl -}
Hay1 =&
Mot B
I L
Bewieed currrt 12563
o, Effieet o ba by 4000 (A} and E00 (B) nM

i b —

Staristical

significance when using nafysis of varfance followed by Dunnest’s mulriple comparises sgainst ria, )5 and eNa 17 (P 0000

-
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Fig. 5. Effects of sr5a on kNa,1 5 chansel guting. A, No

i A i A D
Prapmins proiied [y

lived plward eonductanes relatonships for hMe 1.5 chinneds bn e absence (Conrrod, blesk symbol)

Ppisides 55 (3003 oSy

C. ..
AL

M W WM o W
Y (it}

and the preseses of $00 66 srSa (red symbols). Experismencs] points were fied to & Bolomann fenetion (soooth Bnes). B, Steady-stite activarion curves. Data
poincs were choained by plooing the pormalived peak Ma™ corvent at — 10 mV against tue prepulse poendial in Conteol (black symbods) and seSa (red

experimenisl condigons. Eech date set wis fif o a Bolomann fenction {smooth Boes) with de following pammeters (V3 and k valussk — 9] £ 0.8 and 5.9
+ 0.3 m¥ for control, and — 1004+ 27 and 6.4 = 0] sV for sr5a conditons. The V, for 50 % of channe] mvailability (¥ 2) wis shifted apound 9 mv (F < 0L05;
Srudant’s [-0ast) 0 Mo Degative poentials s the presence of the srSa oain. C, Vaoltage-dependent sctvaton (lines ol ginaring fom — 50 mV) and seady.srane

inserivation curves (o ending ar — 60 =V} for BKay1.5 ch is in the ab

and p of 400 B wrSa. Same date and fits from panels A and B, which

Humﬂrgdhﬂuqmmﬂghﬁaehmmlmmbummﬂmmmﬂm the: lack of sctvation data at
moee egasve potentals tan — 60 mV, it can be predicoed thar srSa shifoed the window current region i mon: negatve poentsls and reduced tae sive of te region
significamty, as the availabiliny of the channels wis reduced from 3 % 0 1 % et - 70 WV (insedvacion cerves).

1_Covh —-ECC-ARQLICCLANVEE
p_Lt5d —-[CC~PARLICE—-—HP
P TTEC-1 TR ———
r TaVd =B —E GG Th P
o_Tave —KPCCATAMECIEL=—-
Comnrpbin-T —-WOC—DAGTOCEE-—-
i [ 2]
Fig. 6. Clustal W ssltiple sag T of side a5 [hokdiaee)

mﬁnﬁaT1mmmmmmm;qnmm.h-ﬂ,
C-TIVA, Aplysia colffrmdca
Wuﬂmﬂnﬂ:amwm&mwmﬂ

comorplinT, haman T-opiokd Edenriral Fesidues
amnaing all che sequises

dostoari - Ha~

Ny subtypes and we found that sr5a is selactive for the cardine subtype
Moyl 5 compared to the menronal subtypes Nayl.& and Nmd 7 (Fig. 2

and Fig. 3L
L Lfd blnd!mmﬂwdnmdsm.lﬂi Moyl 2 Moyl 6
and Moyl 7y and its low seq - v might lain its lack of

ﬂmtmhij.whl-chnduﬂrmhmh]mpquderﬁlihg i
Among all the conotorins stedied so far that exert an effect on My, it
s been reported that p, p0), amd p08 conotoxins are channe] mhibitors
[1,10,36]; these comotoxins are devived mainly from pischvoroms and
molluscivorous cone snails. In contrast, f-conotoxics rl:l.ly channel
mﬂmmmmdqmq 4739, Thess
Latter comotoxins have besn di d from pis s, molluscive-
rous, and vermivorous snails.
pmhdugbﬂtel{w;[m]uﬂhn!n affect an
channe] sabtypes Manl.1, Nayl.2, and May1.3, but
ﬂrq'u':nntsclmhrl:pmﬂnmhjp: [40]. Conversely, the
pleronotoxing belonging to the Cesuperfamily are specific for Moy,
Moyl.7, amd Mayl8 channe isoforms [41,42]; teese chonmels are
distriluted in the periphernl pervous system and the skeletal muscles [1,
43]. pO=f GV inhibits all TTX-sensitive subtypes (Navl.1, Kavl.Z
Mawvl.3; Navl 4; Mavl 6; Nawl.7) [44]. In this study, we found that sr5a

axfa ITRRCCLITTOCC-~
m_Lit5d —I-CCPARL LCCHE
. e 1]
Fig. 7. Clustal W pairwise s Jig: of eonopeptide se5a (holdfase)
with p-LiSd that blocks rat et sitive: Ma™ Asaesrisks Endi.
care jdentical pesidees among bots sey why codods denote comser-
wative subsirutions.

conotoxin preferentially blocks the Nayl.5 subtype, which is the main
souree for elecirical excitability of candise musche and, more recently,
has been associated with the ic behavior of ] epithelial
cancers [15].

Conotoxins targeting Mo, sodivm chammels are charncterized by
having 11-33 amino acid residues [446], which makes it relatively easy
to chemically synthesize them. However, the &-comotoxins are highly
Inydrophobic proteins, m].ﬂlqmlmnnmﬂl_dmpn-
cedure and suhseguent biological luation
occummed with our srisa conotoxin since, due to I.I:I:jllmnphnbﬂy it
pesded 20 % DMS0 to be completely dissolved. Fortunately, the nse of
DMS0 did not inhibit the cumment amplitode of the three Mays sodied
here, under the experimental conditions specified in Section 2. Howewver,
the mechamizm of action of stha om the Mael.5 cumrent ishibition re-
mains to be determined.

Our results suggest that the woltage-dependence of channel sctiva-
tion is not affectsd (Fig. SAL in contrast, sria facilitates the transition of
Moyl 5 channels to the inactivated state at more megative potentisls
(arcumd 10mV; Fig. 5B). This finding might imply that the binding site
of sr5a on the channel protein could be mteracting with the voltage:
dependent inactivation machimery of Moyl 5 chanmel. To date, this
Hkely interaction of in with Ky cf Is that inhibits them has
mot been documented [25,41,47-44]. Purther stadies are needed to fully
clarify the action of srSa on Mays, and im Mavl.5 channe] in particular.
An interesting «ffect of srSa was the decrense in the predicied window

of hMay1.5 <k ls, which suggests reduced Mot influx at po-
hﬂ.ﬁ'ﬂmmﬂtmgmﬂﬂumepmﬂllﬂnmjn“[ il
tp = 60 m\V), amd more imp by duction in channel
nﬂ:hlhirnﬁ:mdb;:hnlﬂnlnh‘bﬂ:ﬂumﬂuhgufhdk

In texms of venom derived from Coms spuris specimens, 80 se

g of stBa mNIl' 'Ij-:lnn-ehl-
l&.mmmeﬁupﬁﬂﬂunﬁmlﬂdﬁn these results are
contributing to the inowledge of the venom components of the marine
smnil Conmes spurins.
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Anexo |

Trazo representativo de las corrientes de Nay1.5 en condiciones control y en presencia del
vehiculo de la conotoxina sr5a, DMSO al 20%. El DMSO no modifica las corrientes de Nay.

En color negro esta el trazo control, mientras que en color rojo esta el trazo en presencia
de DMSO.

— CONTROL
— DMSO 20%

‘ 200 pA

2 ms

Trazo representativo de las corrientes de Na,1.6 en condiciones control y en presencia de
TTX TuM. En color negro esta el trazo control, mientras que en color rojo esta el trazo en
presencia de TTX, con lo que se demuestra que el canal responde a un activador clasico.

— CONTROL
— TTX

200 Pa
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