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Resumen
Los caracoles marinos del género Conus (Mollusca: Gastropoda) son un grupo de animales

muy estudiados por la toxinologia, ya que sus toxinas (denominadas conotoxinas) poseen
un potencial biotecnolégico notable debido a que interactian con una alta afinidad y
selectividad con su blanco molecular.

Entre los blancos moleculares de las conotoxinas destacan los receptores nicotinicos de
acetilcolina (nAChR), los cuales son canales i6nicos activados por ligando y se encuentran
localizados en la membrana celular de las neuronas colinérgicas, asi como en la union
neuromuscular y en algunas células no excitables. Estos receptores llevan a cabo una gran
variedad de procesos fisioldgicos.

Conus archon es una especie que se encuentra distribuida desde el Golfo de California,
México hasta el Golfo de Guayaquil, Ecuador. Estudios previos mencionan que en el
veneno de esta especie pudieran existir hasta 8 conotoxinas con efecto sobre los NAChR.
Hasta la fecha solamente se ha descrito una conotoxina de esta especie: ArchlllA.

El presente trabajo estudio cuatro fracciones hidrofilicas provenientes del veneno de C.
archon con el objetivo de encontrar otras conotoxinas moduladoras de los nAChR que
puedan fungir como herramientas biotecnoldgicas y/o terapelticas. Particularmente, se
buscaron aquellos componentes que poseian caracteristicas similares a las conotoxinas
04/3. Se logr6 identificar un componente (Fraccion 7) que posee actividad inhibitoria sobre
el subtipo de nAChR ha7, por lo que se procedié a purificar y caracterizar a la Fraccién 7.
Funcionalmente se determiné que existe una interaccién entre el receptor ha7 y la Fraccion
7 (ICso: 32.7 uM), dicha interaccion fue selectiva respecto a los subtipos m(al),f10¢ y
ha3[32.

Respecto a su caracterizacion bioquimica, se determiné la presencia de un componente
con un peso de 3445.04 Da en la Fraccion 7 al cual se intentdé obtener su estructura
primaria. Sin embargo, ésta no pudo ser obtenida ya que el extremo amino terminal del
péptido se encuentra bloqueado.

Este trabajo amplié el estudio toxinolégico de C. archon y los resultados obtenidos
describen a un antagonista del receptor ha7, por lo que en futuros estudios se espera
completar su caracterizacion bioquimica asi como su evaluacién frente a diversos blancos
a fin de detallar la selectividad de la Fraccion 7.

Palabras clave: Conus archon, conotoxina, veneno, receptor nicotinico de acetilcolina,
hidrofilicidad, electrofisiologia, vermivoro.



1 Introduccion
El océano alberga a una amplia variedad de seres vivos, desde bacterias y algas hasta

plantas y animales. Esta biodiversidad marina ha sido aprovechada con distintos fines tales
como la obtencion de alimentos [1], recursos genéticos [2] o productos naturales [3]; estos
ultimos se refieren a las moléculas sintetizadas y secretadas por un organismo.

Los productos naturales desempefian una actividad biolégica crucial en la supervivencia de
los organismos al facilitar ya sea la interaccion con el ambiente o con otros seres Vvivos.
Durante décadas se ha aprovechado el potencial biotecnoldgico de los productos naturales
en aplicaciones que van desde el aislamiento de enzimas industriales hasta la produccién
de farmacos [4, 5].

Segun lo reportado por Ramasamy, S. y colaboradores en 2019 [6], se han aislado y
caracterizado mas de 30,000 productos naturales de origen marino de los que se han
obtenido mas de 400 patentes. La prospeccion de organismos marinos con el fin de aislar
moléculas bioactivas se ha vuelto un campo de investigacion muy amplio y entre los
productos naturales de mayor interés biotecnolégico encontramos a los venenos y las
toxinas.

Los venenos son sustancias producidas por algunos organismos. Estas tienen la capacidad
de dafiar o matar a otros seres vivos con fines de depredacion o de defensa [7, 8]; es
importante distinguirlos de las ponzofias, que también son sustancias toxicas, pero los
organismos ponzofosos las adquieren del ambiente y las almacenan [9]. Evolutivamente,
los venenos estan seleccionados para contener un arsenal de compuestos, conocidos como
toxinas [10]. Cada toxina interactia con una estructura celular especifica de la presa,
alterando su fisiologia (e.g. receptores, canales, fosfolipidos de membrana, etc.) y a esta
estructura objetivo se denomina blanco molecular [11].

La toxinologia adquirio bastante relevancia a partir de la década de 1980 con la aprobacion
del farmaco llamado Captopril realizada por la Administracién de Alimentos y Medicamentos
(FDA, por sus siglas en inglés) [12]. Este farmaco antihipertensivo, cuyo compuesto activo
es un factor potenciador de bradicinina disefiado a partir de un péptido aislado del veneno
de la serpiente Bothrops jararaca [13], constituye el primer farmaco derivado de una toxina
y ha desencadenado lineas de investigacién en el campo de venenos con el objetivo de
descubrir nuevas toxinas bioactivas en diferentes blancos moleculares de interés
biomédico.

Entre los organismos valiosos para la toxinologia destacan los caracoles marinos del
género Conus, debido a que sus toxinas, denominadas conotoxinas, relnen varias
caracteristicas (discutidas en secciones posteriores) que las convierten en moléculas



atractivas para la farmacologia. En 2004, se aprob6 el uso de la Ziconotida (Prialt ®), un
analgésico cuyo compuesto activo es una conotoxina sintética idéntica a un componente
presente en el veneno de Conus magus [14]. Actualmente, la basqueda de componentes
activos en los venenos de Conus continta siendo una linea de investigacion ampliamente
establecida en todo el mundo.

2 Antecedentes.

2.1 Phylum Mollusca
Los moluscos constituyen al segundo phylum animal con mayor cantidad de

especies entre los metazoarios, ya que se han descrito alrededor de 130,000
especies vivientes y se tiene registro de otras 70,000 especies fosiles [15]. De
acuerdo con su plan corporal, los moluscos son animales protostomados celomados
(aunque su celoma esta restringido a ciertos 6rganos) y poseen simetria bilateral
[16].

Anatémicamente su cuerpo se puede dividir en tres regiones [17, 18]: 1) una region
cefalica que posee estructuras sensoriales, 2) un pie muscular utilizado para la
locomocién, anclaje al sustrato o una combinaciéon de ambos y 3) una masa visceral
gue se encuentra rodeada por un epitelio grueso denominado manto y conforma la
mayor parte de su cuerpo, albergando estructuras tales como la radula, glandulas,
branquias, etc.

Actualmente se reconocen ocho clases dentro del phylum Mollusca [19], las cuales
son: Solenogastres, Caudofoveata (estas dos primeras tradicionalmente agrupadas
como Aplacophora), Monoplacophora, Polyplacophora, Scaphopoda, Cephalopoda,
Bivalvia y Gastropoda. Cada una de estas clases cuenta con sinapomorfias que las
distinguen del resto (Figura 1).
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Figura 1. Cladogramay sinapomorfias de las clases del phylum Mollusca. Se muestran las caracteristicas
presentes en todas las clases y que son representativas del phylum Mollusca: el manto, el pie muscular, la radula,
etc; asi como las sinapomorfias particulares de cada una de las 8 clases. Modificada de: Hickman, P. et al. en
2007 [17].

Los moluscos en su mayoria son organismos marinos y se distribuyen a lo largo de
todo el planeta, habitando tanto zonas costeras como aguas someras y profundas.
Se pueden encontrar en sustratos como rocas, arena de playa, arrecifes de coral o
arena del fondo (especies bentdnicas) [20, 21]; también se encuentran en la
columna de agua como organismos nadadores (especies nectdnicas) o en
suspensién (especies planctonicas) [22]. Incluso hay especies de las clases

Gastropoda y Bivalvia que habitan ambientes dulceacuicolas.

Uno de los aspectos que ha permitido a los moluscos colonizar esta gran variedad
de habitats es el poseer numerosas estrategias de alimentacién, ya que podemos
encontrar moluscos suspensivoros, detritivoros, herbivoros y carnivoros [23]. Esta
variedad de habitos alimenticios promueve la sintesis y/o almacenamiento de una
gran cantidad de productos naturales [24], tanto metabolitos primarios (e.g.
péptidos) como metabolitos secundarios (e.g. terpenos, alcaloides, policétidos, etc.);
estos componentes les permiten a los moluscos obtener su alimento o bien
defenderse de depredadores [25].

Los componentes bioactivos (productos naturales) de los moluscos han sido
explotados por los seres humanos para diversos fines; los reportes recientes [6]
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2.1.2

2.1.3

sefalan que se han aislado mas de 1,145 productos naturales con actividad
biolégica (incluidos 3 farmacos aprobados por la FDA) provenientes de 270 especies
de moluscos, lo que representa alrededor del 0.2 % de las especies totales [15]. En
otras palabras, aun no se han explorado los productos naturales provenientes del
99.8% de las especies de moluscos actuales.

De las ocho clases que componen al phylum Mollusca, la clase Gastropoda es en
la que se han aislado la mayor cantidad de productos naturales y en la que se
centrara el presente trabajo.

Clase Gastropoda
Dentro del phylum Mollusca, la clase Gastropoda posee la mayor cantidad de

especies, con mas de 70,000 especies registradas (>50% de las especies totales
de moluscos) segun Brown & Lydeard en 2010 [26]; e incluye a las babosas,
nudibranquios, lapas y caracoles. Esta clase a su vez, se divide en tres subclases
[27]: Prosobranchia, Opistobranchia y Pulmonata.

En la subclase Prosobranchia (que engloba a la mayoria de los caracoles marinos)
destaca el proceso de torsién [17, 27], un proceso ontogenético en el que la cavidad
paleal y la masa visceral giran 180° hacia la parte anterior del organismo [28]. Esto
permite tener un espacio en el que la cabeza se retraiga para proteccidén contra
depredadores y facilita la entrada de agua hacia las branquias, orientandolas en la
direccion de la corriente oceanica [29].

Los prosobranquios se clasifican en cuatro 6rdenes [27]: Archaeogastropoda,
Mesogastropoda, Heterogastropoda y Neogastropoda. Los caracoles Conus
pertenecen a este ultimo orden.

Orden Neogastropoda
Forma un grupo monofilético y es considerado como el grupo mas reciente

evolutivamente hablando dentro de la clase Gastropoda. En general, son animales
operculados, dioicos y llevan a cabo la fertilizacion interna [30], anatémicamente
presentan un ganglio sifonal, un anillo nervioso posterior a la cavidad oral y varias
glandulas tales como: anal, pediosa, salivares y de Leiblein [31, 32].

Familia Conidae
Los caracoles pertenecientes a esta familia presentan cuatro caracteristicas

notables [32-34]:
e Una glandula de Leiblein modificada, denominada ahora bulbo venenoso
debido a que adquiere capacidad contractil.
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e Una estructura tubular especializada en la sintesis de veneno, denominada
conducto venenoso, el cual sale del bulbo venenoso y desemboca en la
radula.

e Laradula se encuentra modificada en forma de arpon.

e Una concha elongada en forma conica de la que se deriva el nombre de la
familia.

Debido a las dificultades taxondmicas para clasificar a los cénidos en géneros
considerando su morfologia, existen varias propuestas sobre los linajes de esta
familia. Una de las filogenias mas aceptadas fue publicada por Pulliandre, N. y
colaboradores [35] en la que, basandose en caracteres moleculares, dividen a la
familia en cuatro géneros: Conasprella, Californiconus, Profundiconus 'y Conus. No
obstante, un estudio filogenético mas reciente [36] basado en DNA mitocondrial
propone afadir dos géneros mas: Lilliconus y Pseudolilliconus a los cuatro
mencionados previamente. El género Conus representa el grupo mas diverso y es
el mas estudiado toxinolégicamente.

Género Conus
Constituye al género mas numeroso de todos los invertebrados marinos, contando

con 761 especies reconocidas [35]. Si bien alrededor del 60% de éstas se distribuye
en la region Indo-Pacifica, también pueden encontrarse en todos los océanos
tropicales y subtropicales [37].

Se piensa que las poblaciones actuales de Conus descienden de dos linajes, uno
de ellos proveniente de la regién Indo-Pacifica y el otro de la region Atlantica-
Pacifica oriental; la divergencia entre ambos linajes esta datada aproximadamente
hace 33 millones de afios y se tienen registro de al menos cuatro eventos migratorios
entre ambos clados [38].

El aparato venenoso encontrado en los Conus se ilustra en la Figura 2 y es muy
similar en todos los clados que conforman a la familia Conidae [39] y este aparato
es una de las razones por las que estos caracoles pueden llevar una dieta carnivora.
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Figura 2. Anatomia del aparato venenoso de Conus. Se muestra: (A) un esquema general de los

componentes del aparato venenoso de Conus el cual consta del bulbo venenoso, el conducto venenoso, el saco
radular y la probdscide, entre otras estructuras. (B) una micrografia electrénica de la radula tipo arpén corta y
gruesa tipica de los depredadores vermivoros, la micrografia fue tomada de la especie Conus imperialis.
Modificado de: Dutertre, S. et al. 2016 [40]

La sintesis y maduracién de los péptidos que conforman al veneno se lleva a cabo
en el epitelio del conducto venenoso, para luego ser depositados en el lumen de
éste. En el lumen, los péptidos son impulsados mediante contracciones del bulbo
venenoso hasta la radula tipo arpén y cuando el sifon (estructura sensorial) detecta
a la presa, la radula se dispara para penetrar el tejido de la presa (o depredador) e
inyecta el veneno [40].

Otras estructuras importantes son el saco radular, que es el encargado de formar la
radula; las glandulas salivales, que son encargadas de secretar polisacaridos y otras
proteinas al lumen del conducto venenoso; y la probdscide, un érgano extensible
que dirige la radula hacia la presa [40].

Una de las maneras mas utiles de clasificar a los caracoles Conus es en base a su
alimentacion, distinguiéndolos en [33]: piscivoros, molusquivoros y vermivoros.
Estos ultimos no sélo constituyen al grupo mas abundante en niumero de especies
sino también al primer grupo en surgir, mientras que los piscivoros y molusquivoros
aparecieron hace unos 23 millones de afos [41]. Dutertre, S. y colaboradores en
2014 [42] sugirieron que esta diversificacion es el resultado de la reconversion de
toxinas originalmente empleadas por las especies vermivoras en defensa contra
depredadores cefalépodos o peces.

Conus archon
Esta especie de Conus fue descrita por primera vez en 1833 por el naturalista inglés

William Broderip. Pertenece al subgénero Stephanoconus y al igual que las especies
de éste, su alimentacion es vermivora consistiendo en anélidos poliquetos,
particularmente anfinémidos.



La especie Conus archon habita la zona neritica y su distribucién abarca la costa
este del Pacifico, desde Baja California en México hasta el Golfo de Guayaquil en
Ecuador (Figura 3); generalmente esta especie es somera (10 metros de
profundidad), aunque se han encontrado ejemplares en profundidades cercanas a
los 400 metros [43].
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Figura 3. Distribucién de Conus archon. Su distribucién (linea naranja) abarca gran parte de la costa este del
Pacifico, extendiéndose desde el Golfo de California en México hasta el Golfo de Guayaquil en Ecuador. Mapa
obtenido de Google maps y modificado en base a: Tenorio 2013 [43].

Los ejemplares de C. archon se distinguen morfolégicamente en base a su patrén
de coloracion (Figura 4), el cual consta de manchas en forma de flama de color
pardo-naranja. Los ejemplares adultos pueden llegar a medir excepcionalmente 10
cm [43]. Una dificultad en la identificacion de esta especie, es su similitud con Conus
cedonulli, 1o que ha llevado a confundir ejemplares entre ambas especies [44].



Figura 4. Concha de un ejemplar de Conus archon. Se muestra la morfologia de la concha de C. archon. (A)
Vista dorsal en la que se aprecia su longitud (4.5 cm aprox.). (B) Vista ventral, (C) vista dorsal y (D) vista superior
de la concha. Simbologia: 1: Costillas, 2: Muesca anal, 3: Apertura, 4: Canal del sifén, 5: Espira, 6: Ultima vuelta, 7:
Labio interno, 8: Suturas, 9: Protoconcha; Ap: Apice. Fotografia de elaboracién propia.

2.2 Composicion del veneno de Conus
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El veneno de estos organismos se compone de una mezcla de varios péptidos
denominados como conopéptidos o conotoxinas, los cuales pueden separarse
individualmente mediante técnicas cromatograficas y se estima que cada especie
de Conus produce entre 50-200 compuestos distintos [45].

Se ha demostrado que esta variedad de péptidos es generada mediante duplicacion
génica, en la que un gen que origina un péptido se duplica y una de esas copias
adquiere una nueva funcion que permite al organismo sobrevivir a diferentes
presiones ambientales [46] como pueden ser depredadores, competencia, habitos
alimenticios y factores biogeograficos.

Estructura de las conotoxinas
Las conotoxinas son traducidas a partir de mRNA como precursores o toxinas

inmaduras y constan de tres regiones: una region “pre” localizada en el extremo
amino terminal, una region “pro” y el péptido maduro cercano al extremo carboxilo
terminal [47].

La region “pre” consta de aproximadamente 20 aminoacidos, en su mayoria
hidrofobicos, altamente conservados entre las conotoxinas ya que esta region
corresponde al péptido sefal [48].



La region “pro” es mas variable que la regidén “pre” pero mas conservada que la
region del péptido maduro y su funciéon es promover el plegamiento de la toxina ya
que se ha observado que el plegamiento es mas eficiente en la region del propéptido
que en la regién del péptido maduro [49].

Finalmente, durante su proceso de maduracién, la region “pre” y la regién “pro” son
escindidas quedando unicamente un péptido de entre 10 y 40 aminoacidos de
longitud correspondiente a la toxina madura, la cual constituye una region
hipervariable en su secuencia de aminoacidos [50]. No obstante, dentro de la
hipervariabilidad de la region del péptido maduro, se mantiene conservada la
presencia de cisteinas [5] (Figura 5). Estos aminoacidos cuentan con un grupo
sulfhidrilo o tiol en su cadena lateral que puede enlazarse con otro grupo igual
presente en otra cisteina del péptido, formando un enlace covalente conocido como
puente disulfuro [51]. Estos puentes disulfuro son responsables de formar la
estructura terciaria del péptido confieriéndole estabilidad y otorgandole su actividad
biolégica [52].
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Figura 5. Proceso de sintesis y secrecién de las conotoxinas. Se observa la ruta que siguen las conotoxinas
desde que son transcritas a partir de un gen presente en su DNA, la traduccion de mRNA a un precursor proteico
con tres regiones: “pre”, “pro” y “péptido maduro”; posteriormente la escision de las regiones “pre” y “pro” y la
secrecion del péptido maduro ahora como una toxina plegada para llevar a cabo una funcién en el
envenenamiento. Moficado de Kaas, Q. et al. en 2010 [53]

farmacolégica

Entre los componentes del veneno de Conus, algunos autores suelen denominar
como conotoxinas a aquellos componentes ricos en cisteinas, mientras que aquellos
componentes con pocas (o0 nulas) cisteinas se les denomina como conopéptidos.
Sin embargo, dado que ambos tipos de moléculas son sintetizadas en el conducto
venenoso Y filogenéticamente no hay diferencias relevantes [35], en este trabajo se
utilizaran ambos términos de manera indistinta.
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Otro aspecto estructural importante para las conotoxinas son las modificaciones
post-traduccionales. Ademas de la formacién de puentes disulfuro mencionada
previamente, otras modificaciones comunes incluyen la amidacion del extremo
carboxilo, hidroxilacion de prolina y lisina, y-carboxilacion de glutamato, O-
glicosilacion de treonina y serina, sulfatacion de tirosina, ciclacion de glutamato
amino terminal, entre otras [54]; todas estas modificaciones son relevantes en la
actividad biolégica de las toxinas.

Interaccion con su blanco molecular
La hipervariabilidad dentro de la secuencia de aminoacidos de las conotoxinas les

otorga a éstas, una gran variedad de blancos moleculares, entre los mas notables
encontramos: los receptores acoplados a proteina G (GPCR, por sus siglas en
inglés), canales i6nicos activados por ligando (también llamado receptores
ionotropicos) y canales idnicos activados por voltaje [55]. Esta interaccion
comunmente es selectiva, de modo que la secuencia de cada toxina madura
presenta una afinidad por alguin subtipo de receptor o canal idnico.

La afinidad se cuantifica mediante el parametro conocido como concentracion
inhibitoria media (ICso), el cual indica la concentracién de toxina necesaria para
inhibir el 50% de la actividad sobre su blanco; generalmente la ICso de las
conotoxinas suele estar en el orden nanomolar aunque raramente también han sido
reportadas en el orden micromolar y picomolar.

Los aminoacidos de las regiones intercisteinas se pliegan y forman asas mediante
las cuales interactuan con una secuencia particular (denominada farmacéforo) [56]
del blanco, provocando que la actividad de éste disminuya (antagonistas) o bien que
se incremente (agonistas) [57]. Los mecanismos de inhibicién o potenciacion de las
conotoxinas son variados.

En el caso de las conotoxinas que interactian con los canales idnicos activados por
voltaje, se han descrito cuatro mecanismos de interaccion con su farmacoéforo: por
un lado pueden antagonizar estos canales interfiriendo el poro iénico (impidiendo el
flujo de iones) o bien interactuando con el dominio sensor de voltaje previniendo su
activacion; por otro lado, las conotoxinas agonistas interactian con el dominio
sensor de voltaje provocando la activacion del canal o bien impidiendo su
inactivacion [58].
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Mientras que las conotoxinas que modulan canales idnicos activados por ligando,
pueden interactuar como antagonistas competitivos [59], es decir, uniéndose al
mismo sitio de unidon de ligando en el receptor, o bien como antagonistas no
competitivos (también llamados alostéricos) si su unién al receptor es en una region
distinta al sitio de unién de ligando [60]. Si bien las conotoxinas antagonistas de
receptores ionotrépicos son mas comunes, Mueller A. y colaboradores en 2015 [61]
caracterizaron un péptido agonista alostérico de un subtipo de receptor nicotinico
de acetilcolina procedente de la especie C. marmoreus.

A manera de resumen, podemos destacar que las conotoxinas son moléculas
cortas, estructuralmente estables y que pueden interactuar con una gran variedad
de blancos moleculares, caracteristicas que las posicionan como péptidos con gran
potencial biotecnologico.

Clasificacion de las conotoxinas
Existen tres formas distintas de clasificar a las conotoxinas:

e Superfamilias genéticas: basadas en la similitud del péptido sefal de los pre-
propéptidos. Se reconocen 30 superfamilias, las cuales se denotan con
letras mayusculas: A, B1, B2, B3, C,D, E, F, G, H, 11,12, 13, J, K, L, M, N,
01,02,03,P,Q,R, S, T, U, V, Y y una nombrada como conodipina [47].

e Arreglos de cisteinas: segun la cantidad de cisteinas que conforman a la
toxina madura y los espaciamientos entre ellas. Podemos distinguir 25
patrones, denotados con numeros romanos: I-XXV [5].

e Familias farmacoldgicas: agrupa a las conotoxinas en funcién de su blanco
molecular [55]. Estas familias se nombran con letras griegas y se reconocen
14: a,v,8,5, LK, L, P, 0, T, O, X, U, .

Habitualmente, se combinan estas tres clasificaciones para nombrar de manera mas
precisa a las conotoxinas (Figura 6).
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Figura 6. Clasificacion de las conotoxinas. Se muestran algunas de las diferentes superfamilias genéticas, sus
arreglos de cisteinas presentes y sus blancos molecu{lg;t]e.s respectivos. Modificado de: Schroeder & Craik 2012
La nomenclatura de las conotoxinas sigue lo establecido por la Unién Internacional
de Farmacologia Basica y Clinica (IUPHAR, por sus siglas en inglés). Dicho sistema
se muestra en la Figura 7 y consiste de una letra griega que denota la familia
farmacoldgica y en muchos casos se coloca una letra mayuscula para indicar la
superfamilia genética a la que pertenece el péptido; seguido de estas dos letras, se
indica la especie en donde se aisl6 mediante letras mayusculas y minusculas;
posteriormente se coloca un nimero romano simbolizando el arreglo de cisteinas vy,
finalmente, se coloca una letra mayuscula que indica el orden cronoldgico en el que

se caracteriz6 una toxina de ese arreglo de cisteinas para esa especie [5].

Una modificacion al sistema ocurre cuando se desconoce el blanco molecular de la
toxina, en este caso no se coloca la letra griega (ya que se desconoce la familia
farmacoldgica), la especie se indica en minudsculas, el arreglo de cisteinas en
numero arabigo y la letra ordinal en mindscula.
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Figura 7. Nomenclatura de las conotoxinas. Se muestra el sistema de nomenclatura segin las normas de la
IUPHAR. Este sistema indica la familia farmacoldgica, la especie de procedencia y el arreglo de cisteinas de las
conotoxinas. Figura de elaboracion propia.

2.3 Receptores nicotinicos de acetilcolina
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Los receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR, por sus siglas en inglés) son
proteinas transmembranales que conducen la corriente idnica en presencia de su
ligando, la acetilcolina [63]. Dado que la acetilcolina es un neurotransmisor, no es
de extrafiarse que estos receptores se localicen en ciertas neuronas, formando un
subsistema dentro del sistema nervioso (SN) conocido como sistema colinérgico
[64] que abarca tanto el sistema nervioso central (SNC) como el sistema nervioso
periférico (SNP). Sin embargo, estos receptores también se distribuyen en la placa
neuromuscular [65] y en algunas células no excitables [66].

Estructura
Los nAChR constan de cinco subunidades proteicas (i.e. son pentameros)

dispuestas en forma circular formando un poro de membrana por el que se permite
el flujo de cationes; en ausencia de la acetilcolina. Las cinco subunidades se juntan
cerrando el poro y es hasta que el receptor detecta a su ligando que las subunidades
se separan y el poro se abre para permitir el flujo i6nico [67].

Existen 17 subunidades distintas que pueden interactuar para ensamblar distintos
receptores nicotinicos: a(1-10), B(1-4), y, € y 0 [68]. A partir de estas combinaciones
podemos distinguir dos tipos de nAChR:

e Musculares: restringidos a la placa neuromuscular y en los que a su vez
podemos distinguir los subtipos fetal y adulto. El primero se expresa durante
los estadios tempranos de desarrollo y consta de la combinacion especifica
de subunidades (a1)10y (también llamado nAChR muscular fetal). A
medida que el desarrollo del individuo avanza, la subunidad y se reemplaza
por la subunidad ¢ para conformar el subtipo (a1)2318¢ o también conocido
como nAChR muscular adulto. Este cambio de subunidades ocurre en la
semana 31 prenatal en humano y en la semana 2 postnatal en rata [69].
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o Neuronales: estos receptores se expresan tanto en la terminal presinaptica
como postsinaptica de las neuronas colinérgicas y se ensamblan a partir de
combinaciones de las subunidades a(2-10) y B(2-4). Se distinguen varios
subtipos que pueden ser agrupados como homoméricos cuando se
conforman de cinco repeticiones de la misma subunidad (e.g. a7 y a9) o
heteroméricos cuando combinan distintas subunidades (e.g. a4p2, a3p4,
a5a6p2, a9a10, entre otros), estos subtipos se distribuyen en varias regiones
tanto del SNC como del SNP [70].

Cada una de las subunidades de los nAChR consta de 450-700 aminoacidos
repartidos en tres dominios: un dominio extracelular, un dominio transmembrana y
un dominio intracelular (Figura 8). La parte extracelular del receptor, en la que se
encuentra el extremo amino, se constituye por aminoacidos hidrofilicos dispuestos
en laminas B; la porcién transmembrana por su parte, consta de cuatro segmentos
(nombrados como M1-M4) hidrofébicos en configuracion a-helicoidal con una
longitud aproximada de 20 aminoacidos cada uno y por Gltimo, la porcién intracelular
consta de aminoacidos hidrofilicos dispuestos en a-hélices [71, 72].

Dominio extracelular P NG K
-Conformado por ldminas 8 7 p A
-Hidrofilico d i - 4
-Unién de ligando o = b 1,

. A%

Extracelular

Dominio transmembrana
-Conformado por a hélices
-Hidrofébico

-Formacién del poro iénico

~15.5 nm

lntracelular
e Sitio de unién de ligando
Dominio intracelular
-Conformado por a hélices
-Dominio hidrofilico
-Anclaje a citoesqueleto

v

Figura 8. Estructura representativa de un receptor nicotinico de acetilcolina. (A) Vista lateral en la que son
apreciables sus 3 dominios (extracelular, transmembrana e intracelular) asi como las caracteristicas principales de
cada uno. (B) Vista superior que indica la distribucion de subunidades en el subtipo (a1),$13y y los sitios de unién

del ligando. Modificada de: Changeux, J. & Paas 2009 [72].

La unién de la acetilcolina al NAChR ocurre en la regién extracelular, particularmente
en la interfaz localizada entre una subunidad a y la subunidad adyacente. El sitio de
union esta integrado por 3 asas procedentes de la subunidad a (hombradas como
asa o “loop” A-C) y dos procedentes de la otra subunidad (nombradas como D-E)
[73].
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2.3.2

Una estructura importante que se debe mencionar en este punto es la conocida
como asa de cisteina (“cys-loop”, en inglés); esta es una asa formada por un enlace
disulfuro entre dos laminas [ localizadas en la region extracelular de las
subunidades a. Se ha observado que es necesaria para estabilizar el sitio de unién
de ligando y para que las subunidades se ensamblen de manera adecuada [74].

El asa de cisteina es una estructura muy conservada evolutivamente, de modo que
no solo esta presente en los nAChR, sino también en otros canales iénicos activados
por ligando e.g. los receptores activados por acido y-aminobutirico (GABAR, por sus
siglas en inglés), serotonina (5-HTR), glicina (GlyR), entre otros [75].

En los nAChR los segmentos M2 del dominio transmembranal de cada subunidad
delimitan al poro i6nico, de modo que los aminoacidos de este segmento le confieren
la selectividad por los iones transportados a través este receptor (entrada de Na®,
Ca?" y salida de K*). En ausencia de su ligando, estos segmentos se encuentran
inclinados obstruyendo el poro y cuando la acetilcolina se acopla a su sitio de unién
en el receptor, los segmentos M2 se retraen y permiten la apertura del canal [76].

Aspectos fisiolégicos relevantes
Los nAChR se encuentran en muchos phyla de metazoos, desde anélidos hasta

vertebrados y son encargados de muchos procesos fisiologicos, algunos muy
especializados.

Los nACHR son fisioldgicamente relevantes desde el desarrollo embrionario, ya que
el subtipo (a1)10y juega un papel crucial en la maduraciéon de las fibras
musculares al atraer axones del SNP y permitir la correcta inervacion de las fibras
musculares; este mismo proceso es el detonante de la transicion de y a € [77].

Los nAChR musculares son encargados de iniciar el proceso de contraccion
muscular; este ocurre cuando la acetilcolina procedente de las motoneuronas
(neuronas que inervan al musculo) activa a estos receptores y provoca la entrada
de Na* y Ca?" al interior de la fibra muscular y ocurre una consecuente
despolarizacion de la membrana [67]. Este cambio en el potencial de membrana
activa un canal iénico de calcio dependiente de voltaje, aumentando la
concentracion intracelular de este ion; posteriormente el calcio se une a los
filamentos de miosina y origina su contraccion a lo largo de toda la fibra muscular
[78].
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2.3.3

Entre los receptores neuronales, uno de los mas relevantes fisioldgicamente es el
homomeérico a7, el cual se encuentra presente en varias regiones del SNC entre las
que destacan el hipocampo, la corteza y las regiones limbicas subcorticales,
estando implicado en procesos relacionados a estas areas del cerebro tales como
la cognicidn, el procesamiento sensorial, la atencion, la memoria, entre otras [79].
Este receptor es altamente permeable a Ca?* por lo que también esta implicado en
la liberacion de otros neurotransmisores tales como glutamato o dopamina. Este
subtipo particularmente también esta presente en tejidos extraneuronales como el
sistema respiratorio e inmune [64].

Ademas del subtipo a7, otros subtipos neuronales importantes de mencionar para
el presente trabajo son el a3p2, ya que éste esta implicado en la liberacion de
dopamina en el SNC [68]; y aquellos conformados por subunidades a9 como el
homomeérico a9 y el heteromérico a9a10, cuya funciéon presuntamente es la de
transducir los estimulos mecanosensitivos y el procesar la informacién sensorial
[80]. Sin embargo, el papel fisiologico de estos subtipos aun no se ha dilucidado por
completo.

Origen evolutivo de los nAChR
Filogenéticamente hablando, Tsunoyama, K. & Gojobori en 1998 [81] construyeron

una filogenia de los nAChR utilizando el método Neighbor-Joining en la que
encontraron que las subunidades a9, a10, a8, a7 son las mas primitivas y a partir
de estas se derivaron el resto de subunidades (a1-6, f1-4, vy, € y 8). Algunos autores
han sugerido que esta diversidad en las subunidades pudo originarse mediante
duplicacion génica [82]; sin embargo la evolucion de los nAChR ocurre de manera
linaje-dependiente, por lo que otros mecanismos pueden estar implicados
dependiendo el grupo de organismos que esten siendo estudiados.

2.4 Conotoxinas con efecto sobre los nAChR

24.1

Al dia de hoy se tiene registro de muchas conotoxinas cuyo blanco molecular son
los receptores nicotinicos de acetilcolina. A continuacién, se describen algunas
clases de conotoxinas con efecto en estos receptores.

a-conotoxinas
Estructuralmente podemos definir a esta familia farmacolédgica de toxinas, por su

corta secuencia de aminoacidos (12-19 aminoacidos), su hidrofilicidad y la presencia
de cuatro cisteinas: dos consecutivas y las otras dos separadas mediante una
secuencia de aminoacidos distintos (de la forma: CC-X,-C-X-C en donde Xm y X
son secuencias de aminoacidos diferentes a las cisteinas), es decir, presentan el
arreglo de cisteinas tipo | [59].
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La mayoria de las a-conotoxinas descritas provienen de Conus piscivoros; sin
embargo, las especies molusquivoras y vermivoras han tomado protagonismo en
los ultimos afos y se han descrito varias a-conotoxinas en estas especies [83].

2.4.1.1 Subfamilia a3/5
Las conotoxinas pertenecientes a esta subfamilia se caracterizan por antagonizar

de manera selectiva a los nAChR musculares [84]. Este tipo de péptidos se
encuentran limitados a las especies piscivoras de Conus (e.g. C. geographus, C.
purpurascens, C. achatinus, etc.) por lo que aparentemente son el resultado de una
especializacion evolutiva [85].

Como ejemplos representativos de esta subfamilia podemos mencionar las
conotoxinas Gl [86], MI [87], CnlA [88] y SI [89].

2.4.1.2 Subfamilia a4/7
Es la subfamilia de a-conotoxinas mas extendida entre los Conus puesto que se han

aislado conotoxinas de esta subfamilia en especies de los tres tipos de alimentacion
[84]. Se caracterizan por antagonizar a una amplia gama de nAChR neuronales,
tanto homomeéricos como heteroméricos [90].

Como ejemplos de esta subfamilia podemos mencionar a GID [91], SrlA [92], LVIA
[93] y MrIC [61].

2.4.1.3 Subfamilia a4/3
Este tipo de conotoxinas son caracteristicas de los caracoles vermivoros

pertenecientes al subgénero Stephanoconus. Las conotoxinas de la subfamilia a4/3
presentan dos caracteristicas principales: funcionalmente, antagonizan a los
receptores conformados Unicamente por subunidades a (como los homomeéricos a7
y a9 o el heteromérico a9a10) y estructuralmente cuentan con la presencia de
residuos aromaticos en su segunda asa intercisteina [94].

Las especies pertenecientes a este subgénero (e.g. C. imperialis, C. regius, C.
cedonulli, C. archon) son depredadores de gusanos del orden Amphinomida
(Annelida: Polychaeta), animales filogenéticamente antiguos, al igual que las
subunidades blanco de esta subfamilia [85].

De esta subfamilia solamente se han caracterizado tres conotoxinas: Iml [95], ImlI
[96] y RgIA [97].
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2.4.2 Otros tipos de conotoxinas
Ademas de las a-conotoxinas (con arrego de cisteinas tipo 1), existen otros péptidos

con arreglos de cisteinas variados que también tienen efecto sobre los receptores
nicotinicos. Podemos encontrar conotoxinas moduladoras de nAChR con arreglo de
cisteinas distinto al | en las superfamilias A, B, C, D, J, M, S, O, entre otras [83]. En
este caso, estas toxinas se nombran como oA, aB, aC, aD, etc.

Este tipo de conotoxinas se caracterizan por tener una longitud mayor en su
secuencia de aminoacidos y es acompafiado por un incremento tanto en el nimero
de cisteinas como de puentes disulfuro.

2.5 Elveneno de Conus archon
Pese a que se describié hace mas de 180 afios, en la actualidad unicamente se

tiene un estudio toxinolégico de Conus archon. Este estudio fue realizado por
Hernandez-Samano A. y colaboradores en 2022 [98] y consistid en la evaluacion de
cinco fracciones del veneno de esta especie sobre el receptor nicotinico humano a7,
de las cuales solamente una fraccion mostré un efecto inhibitorio del 44% a una
concentracion de 36 pM. Esta fraccién no tuvo efecto sobre el subtipo a3B2
(humano) y tuvo un efecto inhibitorio menor al 20% en un subtipo heteromérico
a7B2; indicando cierta selectividad de esta toxina por la subunidad a7.

Este péptido corresponde a la superfamilia M y al arreglo de cisteinas tipo Il por lo
que fue nombrado como ArchlllA. La ICso de ArchlllA fue reportada en 45.7 uM para
el subtipo ha7. Ahondando en su caracterizacion bioquimica, ArchlllA es un péptido
de 15 residuos de aminoacidos y posee un peso molecular de 1654 Da [98].

En una revisién de las a-conotoxinas encontradas en el clado Stephanoconus,
Ellison M. & Olivera 2007 [94] estimaron que en el veneno de esta especie existen
8 conotoxinas pertenecientes a esta familia y 3 conotoxinas pertenecientes a la
subfamilia a4/3. Hasta la fecha no se ha indentificado a ninguna de estas
conotoxinas.

3 Justificacion
Las toxinas que conforman al veneno de los caracoles del género Conus reflejan

aspectos ecoldgicos, bioquimicos y fisioldgicos relevantes en la biologia de estos
organismos; asimismo el caracterizar a estas moléculas, nos permite encontrar
posibles aplicaciones biotecnoldgicas, terapéuticas o farmacoldgicas.
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Ellison M. y Olivera 2007 [94] mencionan que en el veneno de C. archon pudieran
existir de tres a ocho a-conotoxinas y hasta la fecha solamente se ha descrito una
conotoxina proveniente de esta especie, nombrada ArchlllA [98].

Por esta razoén, el explorar a las toxinas presentes en el veneno de C. archon puede
llevar al descubrimiento de nuevos componentes moduladores de receptores
nicotinicos, ya sea que se trate de alguna de las conotoxinas mencionadas por
Ellison, M. & Olivera en 2007 [94] o conotoxinas pertenecientes a otra familia.
Encontrar y caracterizar a estos componentes nos permitird ahondar en aspectos
ecoldgicos de esta especie (relacionados e.g. con la importancia de esta toxina en
la interaccion de C. archon con sus presas o depredadores) al tiempo que nos
permitira encontrar posibles aplicaciones farmacoldgicas para estos componentes.

4 Hipotesis
Las corrientes colinérgicas de los NnAChR conformados unicamente por subunidades
a sera modificada por la interaccién con un componente hidrofilico presente en el
veneno de Conus archon. Este componente presentara caracteristicas similares a

las conotoxinas a4/3.

5 Objetivos

5.1 Objetivo general
e Caracterizar bioquimica y funcionalmente a un componente hidrofilico

proveniente del veneno de Conus archon que posee actividad moduladora
en subtipos de nAChR.

5.2 Objetivos particulares
e Extraer y fraccionar el veneno de Conus archon.

e Identificar a una fraccién hidrofilica que posee actividad moduladora en
alguno de los subtipos de nAChR expresados heterélogamente.

e Evaluar tanto la selectividad como la afinidad de la fraccion con actividad.

e Purificar la fraccion que posee actividad moduladora.

¢ Identificar el componente que posee la actividad dentro de la fraccion.

e Determinar el peso molecular del componente activo.

e Obtener la estructura primaria del componente activo.

6 Materiales y métodos

6.1 Obtencién de los conductos venenosos de Conus archon
Se trabajé con ejemplares de C. archon provenientes de la costa de Mazatlan,

Sinaloa colectados en mayo de 2022. Se les extrajo quirdrgicamente el conducto
venenoso y las muestras se congelaron a -20 °C hasta su procesamiento.
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6.2 Extraccidn y cuantificacion del veneno crudo de C. archon
Los conductos venenosos provenientes de 13 de machos y 18 de hembras de C.

archon, fueron descongelados a 4 °C y colocados por separado en 10 mL de
solucion de extraccion, compuesta por 40 % de acetonitrilo (ACN) y 2 % de acido
trifluoroacético (TFA) disueltos en H20. Su homogeneizaciéon se realizé en hielo
utilizando una homogenizadora de tejido Tissue Tearor 985370, BioSpec Products
©. El homogenado resultante se coloco en tubos Eppendorf de 1.5 mL.

Posteriormente, las muestras homogeneizadas fueron centrifugadas a 12,000 g
durante 10 minutos y se colecto el sobrenadante. El sobrenadante fue sometido a
un segundo ciclo de centrifugacién a 10,000 g durante 5 minutos, recolectando
nuevamente el sobrenadante en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Este ultimo constituyd
al extracto crudo del veneno.

La cuantificacion de proteina de los lotes del extracto crudo se realiz6é colocando 1
ML de cada lote de veneno en un espectrofotometro (NP80 Implen ©). La lectura se
realizé a una longitud de onda de 280 nm y se utilizé 1 L de solucion de extracciéon
como blanco.

6.3 Fraccionamiento del extracto crudo de veneno de C. archon por RP-HPLC
Los componentes peptidicos del veneno de C. archon se separaron mediante

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién en Fase Reversa (RP-HPLC, por sus
siglas en inglés), utilizando un cromatégrafo 1260 Infinity de Agilent technologies
equipado con una columna analitica C18 (Vydac, dimensiones: 4.6 mm x 250 mm;
tamafio de poro: 5 pm), provista de una precolumna de silice (218TP54;
dimensiones: 4.6 X 10 mm; tamano de poro: 5 um).

Las soluciones empleadas para el fraccionamiento del extracto crudo de veneno
fueron:

e Solucion A (0.01 % de TFA en H20)

e Solucion B (90 % de ACN, 0.085 % TFAy H20).

El gradiente de elucidn consistio en un paso isocratico de 5 % de solucion B durante
5 minutos, seguido de un gradiente lineal desde 5 a 70 % de solucion B en 70
minutos con un flujo de 1 mL/min.

Para su separacién, se utilizaron 7.5 mg de proteina provenientes de cada lote,
considerando la naturaleza peptidica de los componentes de interés, la deteccion
se llevd a cabo utilizando el espectrofotémetro a 220 nm para detectar el enlace
peptidico y a 280 nm para detectar los aminoacidos aromaticos. Las fracciones
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resultantes se colectaron de manera manual en tubos Eppendorf de 1.5 mL en el
orden de aparicién en el cromatograma.

Cada una de las fracciones colectadas se llevd a sequedad utilizando un
concentrador Thermo SAVANT SpeedVac SPD 1010 y se almacenron a -20 °C.
Paralelamente, utilizando el area bajo la curva registrada para cada fraccién, se
estimo su respectiva cantidad de nmol; esta estimacion se realizé utilizando el valor
del area bajo la curva correspondiente a 5 nmol (7.8 ug) de una muestra de la
conotoxina sintética a-RglA.

6.4 Extraccién quirargica de los ovocitos de Xenopus laevis
Para obtener los ovocitos de Xenopus laevis se anestesié al ejemplar utilizando

tricaina metasulfonato (MS-222) al 2% (pH 7-7.3) durante 20-25 minutos o hasta
que los movimientos de la rana cesaran por completo; una vez anestesiada la rana,
se prosiguio con la microcirugia.

La microcirugia consistié en una pequefa incision (<1 cm) en la parte inferior de la
cavidad abdominal exponiendo el saco ovarico. Posteriormente se extrajeron con
pinzas de diseccién a los ovocitos y se colocaron en un tubo Falcon de 50 mL con
medio OR-2 (NaCl 82.5 mM, KCI 2.5 mM, MgCl, 6H.O 1 mM, HEPES 5 mM; pH 7.5
ajustado con NaOH 10 N). Cuando la extraccion de los ovocitos concluyd, se cerré
la herida suturando el musculo y la piel mediante 2-3 puntos simples (Figura 9).

Figura 9. Microcirugia realizada en Xenopus laevis. Se muestra la sutura de punto simple realizada en el
musculo de X. laevis después de la cirugia de extraccion de ovocitos, este mismo punto se aplica en la piel (ain
no suturada en la imagen). Fotografia: elaboracion propia.

Para eliminar las impurezas presentes en el medio OR-2, se realizaron lavados
agitando manualmente el tubo Falcon y descartando el excedente de medio,
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posteriormente se aforé a 40 mL afadiendo medio OR-2 nuevamente. Este proceso
se repitié al menos cuatro veces hasta que el medio se observara transparente.

Posteriormente, se afiadio 1.15 mg/mL de colagenasa de Clostridium histolyticum al
medio OR-2 y se mantuvo en agitacion manual durante 10 minutos y en un agitador
de vaivén durante 20 minutos para disgregar el cumulo de ovocitos. Cuando la
agitacion finalizd, nuevamente se realizaron cinco lavados utilizando medio OR-2
con el objetivo de eliminar la colagenasa residual.

Los ovocitos fueron examinados utilizando un microscopio estereoscépico vy
aquellos en estadios de desarrollo V y VI (Figura 10) fueron transferidos a una caja
Petri que contenia medio ND96 (96 mM NaCl, 2 mM KCl, 1.8 mM CaClz, 1 mM MgCl2

y 5 mM HEPES [pH 7.1-7.5 ajustado con 10 N NaOH]) y antibioticos
penicilina/estreptomicina (100 U/100 ug) y gentamicina (100 ug/mL). Los ovocitos

en el medio ND96 se mantuvieron en incubacion a una temperatura de 15 °C.
A 3 g

Figura 10. Ovocitos extraidos de Xenopus laevis. (A) Ovocitos de X. laevis inmediatamente después de haber
sido extraidos quirdrgicamente. (B) Ovocitos de X. laevis disgregados con colagenasa. En (A) se resaltan a los
cumulos de ovocitos correspondientes al saco folicular, ademas se observan los vasos sanguineos que irrigan a

estas estructuras. Fotografia: elaboracion propia.

6.5 Expresion heterdloga de los subtipos de nAChR en los ovocitos de X. laevis
Para lograr obtener la expresién heterdloga de los subtipos neuronales humanos de
nNAChR y muscular de ratén, se inyectaron 5 ng de cDNA del subtipo (a1)p15¢ al
nucleo, asi como 32.2 ng de mRNA de los subtipos a3B2 y a7 al citoplasma de los
ovocitos (Figura 11). La inyeccién se realizé al dia siguiente de la obtencion
quirdrgica de los ovocitos utilizando un nanoinyector Nanolitter 2000 de WPI ©.
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Figura 11. Inyeccion del material genético de los nAChR alos ovocitos de X. laevis. Se muestra la aguja de
inyeccion perforando el polo vegetal de un ovocito para la inyeccion del material genético (MRNA en este caso) de
los subtipos neuronales (ha332 o ha7). Fotografia: elaboracién propia.
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La expresion heterdloga fue confirmada dos dias postinyeccion mediante un
estimulo dosis-especifico de acetilcolina (ACh): 10 uM para el subtipo m(a1),310¢,
100 pM para el subtipo ha3B2 y 200 uM para el subtipo ha7 acorde con Rodriguez-
Ruiz, X. et al. en 2022 [99] para generar corrientes colinérgicas. La técnica empleada
se describe detalladamente en la seccién 6.6.

6.6 Evaluaciéon electrofisiolégica de las fracciones seleccionadas del veneno
proveniente de C. archon
Tanto la confirmacion de la expresion heterdloga de los subtipos de nAChR

inyectados, como la evaluacion electrofisiolégica de las fracciones del veneno de C.
archon se realizaron mediante la técnica de fijacion de voltaje con dos
microelectrodos en célula completa; la técnica se llevé a cabo de acuerdo a lo
descrito por Guan, B. et al. en 2013 [100].

Se utilizé un amplificador de corriente OC-725C de Warner Instruments © y el
software LabView (National Instruments ©) para la adquisicién de datos. Los
microelectrodos de borosilicato (WPI ©) se llenaron con una solucién de KCI 3 M y
el ovocito se colocd en una camara de registré de 30 uL de capacidad en la que
fueron perfundidos por gravedad utilizando medio ND96 (solucion de registro)
previamente desgasificado (Figura 12). El potencial de membrana del ovocito se fijo
en -70 mV para simular a una célula excitable.
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Figura 12. Configuracion de la cAmara de registro. El ovocito fue colocado dentro de una camara de registro
con capacidad de 30 pL y fue perfundido mediante una véalvula con ND96 o acetilcolina (ACh). Una jeringa de
vacio succiona el volumen necesario de las soluciones perfundidas para mantener el volumen de la cAmara
constante. Dos electrodos, uno para monitorear el voltaje (Ev) y otro para detectar corriente (Ec), se colocaron
sobre el ovocito para llevar a cabo el registro electrofisiolégico.

Para inducir corrientes colinérgicas, se administraron pulsos de ACh con una
duracion de 1000 ms y un intervalo de 60 segundos entre cada pulso. La
concentracion de acetilcolina utilizada para obtener los registros fue la misma que
se empled para confirmar la expresiéon del nAChR inyectado.

Para los ensayos funcionales, se aplicaron directamente 3 yL de medio ND96
(control) o 3 uL de las fracciones seleccionadas del veneno de C. archon a diferentes
concentraciones en un bafio estatico; es decir, todas las valvulas se cerraron
durante cinco minutos para permitir la interaccién de la fracciéon de veneno con el
receptor. Después de este periodo, se reactivo el flujo de medio ND96 y los pulsos
de ACh. El efecto de esta interaccion se midié comparando la amplitud de corriente
del pulso control inicial con respecto a la amplitud de la corriente del primer pulso
después de los cinco minutos de interaccién de la fraccion del veneno con el
receptor.

6.7 Andlisis estadistico
Las evaluaciones electrofisiolégicas se realizaron por triplicado para cada fraccion

y el porcentaje de inhibicién se calculd utilizando la formula: (1 — M)*mo en la

control

que un valor positivo indica inhibicién del receptor y un valor negativo indica un
incremento en su actividad. Se analizaron los datos de aquellas fracciones con un
efecto mayor al 10% (margen de error por parte del equipo).
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La normalidad de los datos se confirmé utilizando la prueba de Shapiro-Wilkins y la
prueba de hipodtesis utilizada fue una prueba T de Student para muestras
independientes (n=3). El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el software
GraphPad Prism 10.

6.8 Determinacion del peso molecular mediante espectrometria de masas
El analisis de masas se realizd en el Laboratorio de Servicios Analiticos del Instituto

de Quimica de la UNAM utilizando 1 nmol (aproximado con la muestra de a-RglA;
seccion 6.3) del componente activo. La técnica utlizada para obtener el peso
molecular fue espectrometria de masas mediante Desorcién/lonizacion Laser
Asistida por Matriz (MALDI, por sus siglas en inglés) utilizando un detector de
Tiempo de Vuelo (TOF, por sus siglas en inglés) llevada a cabo en un espectrémetro
de la marca Brucker Microflex ©.

Se empled una matriz de acido-a-4-hidroxicinamico (CHCA) y la calibracion del
equipo se realizo utilizando angiotensina Il, melitina y citocromo C. La lectura de las
muestras se realizé utilizando el software FlexControl mientras que para la
adquisicion y analisis de los datos se utilizo el software FlexAnalysis.

6.9 Secuenciacién de aminoacidos por degradacién de Edman
Se realizd la técnica de degradacion de Edman para conocer la estructura primaria

del componente de la fraccion activa. Para ello se utilizé 1 nmol del componente
purificado, el cual fue analizado en el Laboratorio de Neurofarmacologia Marina a
cargo del Dr. Manuel B. Aguilar Ramirez.

Este proceso se llevd a cabo utilizando fenilisotiocianato (PITC, por sus siglas en
inglés), también conocido como reactivo de Edman, el cual se acopla al extremo
amino del péptido, es decir al primer aminoacido. La reaccion se llevo a cabo en
medio alcalino; posterior al corte, en medio acido, el derivado de anilinotiazolinona
del aminoacido escindido es convertido a feniltiohidantoin-aminoacido (PTH-
aminoacido) y detectado mediante RP-HPLC. Este proceso representa un ciclo, de
modo que la secuenciaciéon completa se lleva a cabo repitiendo este ciclo tantas
veces como aminoacidos tenga el péptido de interés.

7 Resultados

7.1 Cuantificacién de proteina en los extractos crudos de veneno provenientes de
C. archon
Después de haber colectado el sobrenadante del extracto crudo proveniente de C.

archon, se obtuvieron en total 23 lotes, de los cuales 10 son lotes de extracto crudo
provenientes de machos y 13 son lotes de extracto crudo provenientes de hembras.
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La Tabla 1 muestra la cuantificaciéon de proteina realizada mediante la lectura a 280
nm de longitud de onda, asi como la pureza indicada mediante el cociente 260/280.

Tabla 1. Cuantificacion de proteinay pureza de las muestras de extracto crudo
de veneno provenientes de C. archon.

Machos Hembras

Cantidad de Cociente Cantidad de Cociente

proteina (mg) 260/280 proteina (mg) 260/280
Muestra 1 8.16 0.87 22.58 0.85
Muestra 2 18.94 0.87 22.06 0.85
Muestra 3 16.55 0.85 22.57 0.83
Muestra 4 17.41 0.86 22.34 0.84
Muestra 5 15.26 0.81 23.83 0.85
Muestra 6 15.26 0.81 22.92 0.86
Muestra 7 15.50 0.82 22.99 0.85
Muestra 8 16.38 0.89 23.43 0.86
Muestra 9 16.19 0.84 22.58 0.85
Muestra 10 16.17 0.84 23.00 0.85
Muestra 11 22.81 0.84
Muestra 12 NA 22.26 0.85
Muestra 13 23.39 0.85

Se realizaron alicuotas de 7.5 mg de proteina de las muestras sombreadas en color azul claro y de 11.17 mg de
proteina de la muestra sombreada en verde.
NA: no aplica, puesto que solo se obtuvieron 10 tubos de extracto crudo de veneno de machos.

En promedio se cuantificaron 22.82 + 0.5 mg de proteina en los extractos crudos
provenientes de hembras y 15.58 + 2.8 mg proteina provenientes de los extractos
crudos de macho. De modo que se obtuvo un mayor rendimiento (7.24 mg) en los
lotes de veneno de las hembras de C. archon.

7.2 Fraccionamiento del veneno de C. archon por RP-HPLC
Una vez que se cuantificd la cantidad de proteina presente en cada muestra, se

decidié trabajar unicamente con el veneno de hembras debido a su mayor
rendimiento. Se realizaron alicuotas con 7.5 mg de proteina de los lotes 2y 9; y con
11.5 mg de proteina del lote 4 (Tabla 1); esta ultima se realizé para aumentar la
disponibilidad de material. En total se realizaron tres corridas cromatograficas.

La Figura 13 muestra el perfil cromatografico representativo del veneno proveniente
de hembras de C. archon, en este podemos apreciar la elucion de cuatro fracciones

27



hidrofilicas entre el minuto 10 y el minuto 15, denotadas como: F4, F5, F6 y F7,
siendo esta ultima una de las fracciones mayoritarias en el perfil.
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Figura 13. Perfil cromatografico del veneno proveniente de hembras de C. archon a una A de 220 nm. El
gradiente de elucién (5-70 % de solucién B en 75 minutos), se indica con una linea verde. Utilizando un detector
de luz UV a una A de 220 nm, se colectaron 32 fracciones del veneno. Las fracciones sombreadas eluyeron en el

intervalo de tiempo de 10-15 minutos. La fraccién denotada como F7 se sombreé en color verde por su
abundancia en el perfil. Al: artificio de inyeccion.

Ademas de la deteccion a 220 nm, se realiz6 una lectura simultanea a 280 nm para
detectar la presencia de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano y tirosina)
en las fracciones colectadas. Dicha lectura se muestra en la Figura 14 y en ella
podemos observar que de las cuatro fracciones que eluyeron entre el minuto 10y el
minuto 15, solamente dos fracciones (F4 y F7) contienen aminoacidos aromaticos
en su composicion. Particularmente, la presencia de residuos aromaticos es
abundante en la fraccion F7, puesto que en esta longitud de onda se registré mayor
la absorbancia que en otras fracciones mayoritarias tales como F18 y F20.
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Figura 14. Perfil cromatografico del veneno proveniente de hembras de C. archon con una A de 280 nm. El
gradiente de elucién (5-70 % B en 75 minutos), se indica con una linea verde. Utilizando un detector de luz UV a
una A de 280 nm, se identificaron aminoacidos aromaticos en 15 de las fracciones colectadas del veneno. Las
fracciones enmarcadas en un cuadro naranja eluyeron en el intervalo de tiempo de 10-15 minutos. Dentro de este
intervalo, unicamente se detectaron aminoacidos aromaticos en las fracciones F4 y F7.

Absorbancia

7.3 Estimacion de la cantidad de nanomoles en las fracciones F4, F5, F6 y F7
La cantidad disponible en cada fraccion se estimé utilizando el area bajo la curva

registrada en el perfil cromatografico y tomando como referencia el valor del area
bajo la curva reportado para 5 nanomoles de la conotoxina sintética a-RglA; este
valor se ha cuantificado en 16,829,353 unidades de area y a su vez corresponde a
7.8 ug del péptido.

Los rendimientos calculados de las fracciones seleccionadas se enlistan en la Tabla
2; es necesario aclarar que esta es una estimacién preeliminar ya que se basa en
dos supuestos: 1) las fracciones tienen un solo componente y 2) su masa molecular
es igual a la de a-RglA. Sin embargo, a pesar de que ambos supuestos son
improbables, esta estimacién es util para tener una referencia, ya que al buscar
conotoxinas del tipo a4/3 se esperaria una masa similar a a-RglA.
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Tabla 2. Rendimiento estimado en nanomoles en cada fraccién seleccionada
tomando como referencia la relacion a a-RglA

Rendimiento estimado

Fraccion Unidades de area
(nmol)
F4 15,573,401 4.62
F5 7,266,634 2.15
F6 6,485,967 1.92
F7 101,892,013 30.27

F7 se muestra en negritas al ser la fraccion de interés

Debido a su abundancia en el perfil cromatogréfico, su hidrofilicidad y la presencia
de aminoacidos aromaticos, F7 constituyd la fraccion de interés en el presente
trabajo.

7.4 Evaluacién funcional de las fracciones seleccionadas del veneno de C. archon
Dado el antecedente de la conotoxina ArchllIA (unica conotoxina descrita para esta

especie), la cual tiene una ICso de 45.7 uM sobre el subtipo de nAChR ha7, se
decidio iniciar la evaluacion funcional de la F7 a una concentracién superior, de
modo que la concentracion inicial fue 100 uM. Esta concentracion permitié por un
lado descartar a un falso negativo (baja concentracién) y ademas tener un stock
para evaluar a concentraciones menores.

La evaluacion a una concentracion de 100 uM provoco una inhibicion del 83 % *
1.41 (n=3) en la amplitud de las corrientes del receptor ha7. Después de 10 pulsos
de lavado, la corriente se restaurd en un 54 %, indicando que el efecto de la F7 en
este subtipo fue lentamente reversible; el efecto descrito se muestra en la Figura
15.
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Figura 15. Evaluacion de las corrientes generadas con ACh 200 uM en el nAChR ha7 antes y después de la
incubacién de la fraccion F7 [100 uM]. Trazos representativos de las corrientes control (izquierda) y respuesta
a un bafio estatico de 5 minutos de incubacién con la fraccién 7 a una concentracion de 100 uM (derecha).

Tras observar un efecto notorio en la disminucién de la amplitud de las corrientes a
una concentracion elevada de la F7 en el subtipo ha7, se reevalud la F7 en el mismo
receptor ahora a concentraciones menores (50 uM y 10 uM). A una concentracion
de 50 yM, F7 inhibi6 el 40 % + 7.40 % de la amplitud de la corriente, mientras que
a una concentracion de 10 yM su efecto fue menor, inhibiendo el 14 % * 5.29 % de
la amplitud de la corriente (n=3 para ambas concentraciones). Los trazos
representativos de la incubacién con estas concentraciones de F7 se observan en
la Figura 16.
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Figura 16. Evaluacion de las corrientes generadas con ACh 200 uM en el nAChR ha7 antes y después de la
incubacion de la fraccion 7 [50 uM y 10 uM]. Trazos representativos de las corrientes control y respuesta a un
bafio estético de 5 minutos de incubacion con la fraccién 7 a una concentracion de: (A) 50 uM y (B) 10 uM.
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Estas mismas concentraciones (50 uM y 10 uM) de F7, se utilizaron para evaluar el
efecto de F7 en los subtipos ha3B2 y m(a1).816¢ con el objetivo de determinar si
existe selectividad de la fraccion F7 por el receptor ha7. La incubacion de ambos
subtipos de receptores con 50 yM de F7 no inhibid las corrientes generadas y, como
era de esperarse, la incubaciéon con 10 uM de F7 tampoco lo hizo. Los trazos
representativos al incubar F7 [50 uM y 10 uM] con los subtipos ha332 y m(a1)2B10¢
se muestran en la Figuras 17 y la Figura 18, respectivamente.
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Figura 17. Evaluacién de las corrientes generadas con ACh 100 uM en el nAChR ha3B2 antes y después de
la incubacién con F7 [50 uM y 10 puM]. Trazos representativos de las corrientes control y respuesta a un bafio
estatico de 5 minutos de incubacién con la fraccién 7 a una concentracién de: (A) 50 uM y (B) 10 pM.
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Figura 18. Evaluacion de las corrientes generadas con ACh 10 uM en el nAChR m(al),f18¢ antes y
después de laincubacion de la fraccion F7 [50 uM y 10 uM]. Trazos representativos de las corrientes control y
respuesta a un bafio estatico de 5 minutos de incubacion con la fraccién 7 a una concentracion de: (A) 50 pM y

(B) 10 uM.

Por tanto, la evaluacién electrofisiolodgica de la fraccion F7 proveniente del veneno
de C. archon indica una actividad inhibitoria de baja afinidad, pero selectiva en el
subtipo homomérico ha7. Esta selectividad se ve plasmada en la Figura 19, en la
que se comparan el efecto de 50 uM de la F7 en los tres subtipos de nAChR

evaluados.
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Figura 19. Porcentaje de respesta promedio de los tres subtipos de nAChR evaluados en presencia de la
F7 [50 uM] del veneno de C. archon. Se muestra el porcentaje de respuesta de cada receptor (media y
desviacién estandar) ante la incubacion de 5 minutos en un bafio estatico con F7 [50 uM]. Nd: diferencias

33




estadisticamente no significativas, *: diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) mediante una prueba T
de Student

La selectividad de la fracciéon F7 se confirmd mediante una prueba T de Student en
la que se determind que la incubacién con 50 uM de F7 modifico significativamente
(p<0.05) la actividad del receptor ha7 (Tabla 3). En tanto que la F7 [50 uM] no
modifico la actividad de los subtipos m(a1)2810¢ y ha3p2.

Tabla 3. Porcentaje de inhibicién promedio debido al efecto de 50 uM de F7 en los
tres subtipos de nAChR que fueron evaluados

Subtipo % Inhibicién promedio (n) P-value
m(a1)2B1d¢ 3.33(3) 0.4251
ha3p32 -11.7 (3) 0.0518
ha7 40.33 (3) 0.0011*

*p-value < 0.05 mediante una prueba t de Student

Con el objetivo de investigar si alguna de las fracciones cercanas a F7 presentaba
una actividad moduladora mas potente que pueda indicar la presencia de alguna
conotoxina 04/3, se realiz6 la evaluacion funcional de F4, F5 y F6 en el subtipo ha?.
Debido a la abundancia en el perfil cromatografico de cada una de estas fracciones,
la concentracién maxima que se permitio alcanzar fue de 10 uM.

La Figura 20 muestra los trazos representativos de estos ensayos en los que
podemos notar que las fracciones F5 [10 uM] y F6 [10 pM] aparentemente no
modificaron la actividad del receptor; mientras que la fraccion F4 [10 uM]
aparentemente si mostré un efecto inhibitorio alrededor del 20 %.
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Figura 20. Evaluacion de las corrientes generadas con ACh 200 uM en el nAChR ha7 antes y después de la
incubacion de F4, F5y F6 [10 uM]. Trazos representativos de las corrientes control y respuesta a un bafio
estatico de 5 minutos de incubacion con: (A) F4 [10 uM], (B) F5 [10 uM]y (C) F6 [10 uM].

Los porcentajes de inhibicion de la F4 y la F7 sobre el subtipo ha7 fueron similares
(20 % y 14 %)

La evaluacion electrofisiologica se resume en la Tabla 4, en la que se aprecia que
unicamente las fracciones F4 y F7 mostraron actividad en el mismo subtipo (ha7)
con una afinidad similar.

Tabla 4. Efecto de las fracciones con actividad sobre alguno de los nAChR
evaluados.

Fraccion Concentracion % de inhibicion Subtipo
F4 10 uM 20 ha7
F5 10 uM 0 ha7
F6 10 uM 0 ha7
F7 10 uM 14 ha7
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10 uM 0 ha3p2

10 uM 0 m(a1)2B315¢
50 uM 40 ha7

50 uM -11 ha3p2

50 uM 0 m(a1)2B16e
100 uM 83 ha7

Dado que ninguna de las fracciones accesorias (F4, F5 o F6) mostré un efecto
modulador notoriamente mayor sobre el subtipo a7 al observado a 10 uM de F7,
unicamente se caracterizé bioquimicamente a la fracion F7.

7.5 Purificacion de la fracciéon F7
Tomando como referencia el porcentaje de elucibn de la fraccion F7

(aproximadamente 16 % de solucién B), la purificacion de la fraccion F7 consistio
en un subfraccionamiento utilizando un gradiente lineal de 5-21 % de solucién B en
50 minutos.

La Figura 21 muestra el subfraccionamiento de F7 en donde se observan
claramente seis componentes (nombrados como F7-1 a F7-6) que constituyen a

dicha fraccién 7; siendo el cuarto componente (F7-4) la sefial mayoritaria.
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Figura 21. Perfil cromatografico de la fraccién F7 del veneno de C. archon a una A de 220 nm. El gradiente
de elucion (5-21% B en 50 minutos), se indica con una linea verde. Utilizando un detector de luz UV a una A de
220 nm, se colectaron 6 componentes. Los componentes sombreados (rojo y azul) muestran las sefiales
mayoritarias y con mayor pureza en el perfil.

Al igual que en el fraccionamiento del extracto crudo, también se examiné la
presencia de aminoacidos aromaticos en cada uno de los componentes de F7
mediante la deteccidn a una longitud de onda de 280 nm (Figura 22). En este perfil
cromatografico se puede notar la presencia de aminoacidos aromaticos en los
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primeros cuatro componentes (F7-1 — F7-4), en contraste con los ultimos dos
componentes (F7-5y F7-6) que carecen de estos residuos.
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Figura 22. Perfil cromatografico de la fraccion F7 del veneno de C. archon a una A de 280 nm. El gradiente

de elucion (5-21% B en 50 minutos), se indica con una linea verde. Utilizando un detector de luz UV a una A de

280 nm, se identificaron 4 componentes con aminoacidos aromaticos. Los componentes sombreados (naranja 'y
azul) representan las sefiales mayoritarias y con mayor pureza del perfil.

Los componentes sombreados en la Figuras 21 y Figura 22, representan los dos
componentes mas abundantes en el perfil cromatografico y ademas con mayor
pureza. Si bien las subfracciones F7-1 y F7-2 también son abundantes, no se
aprecia una separacion clara entre ambos componentes, indicando una pureza
menor comparada con los componentes F7-3y F7-4.

Por lo tanto, el analisis bioquimico se realizé unicamente con los componentes F7-
3y F7-4. En el caso de F7-3, la cantidad de toxina solo permitié determinar la masa
molecular, mientras que de F7-4 se pudo determinar su masa molecular y su
estructura primaria (secuencia de aminoacidos).

7.6 Determinacion de la masa molecular de los componentes F7-3y F7-4
Mediante espectrometria de masas MALDI-TOF en una matriz de CHCA , se obtuvo

la masa molecular de los componentes F7-3 y F7-4. Los espectros obtenidos se
aprecian en la Figura 23.
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Figura 23. Espectros de masas de los componentes F7-3y F7-4 purificados. Se observan los pesos
moleculares de (A) F7-3y (B) F7-4.

De este analisis podemos detectar una sefial mayoritaria referente al peso molecular
de F7-3 (Figura 23A) correspondiente al ion con carga +1 y un valor m/z de 3461.47
Da; por su parte, el espectro de masas de F7-4 (Figura 23B) muestra un valor m/z
de 3445.04 Da también referente también al ion con carga +1. De este modo,
podemos notar que F7-3 y F7-4 son moléculas bastante similares en peso, con una
diferencia de 16 Da.

7.7 Secuenciacion del componente F7-4
Se realizd el ensayo de degradacion de Edman con el objetivo de determinar la

estructura primaria del péptido F7-4, utilizando una alicuota de 1 nmol. Es de
mencionar que, para realizar esta técnica de manera exitosa, es necesario que el
extremo amino del péptido se encuentre libre de modo que permita el acoplamiento
del PITC y la consecuente escisién del primer aminoacido.

No obstante, tras realizar 10 ciclos con PITC, no se obtuvieron lecturas
correspondientes a la deteccion de aminoacidos (cromatogramas no mostrados),
implicando que el extremo amino del péptido se encuentra bloqueado, de modo que
no se pudo realizar la unién del extremo amino con PITC. Por esta razén no fue
posible obtener la estructura primaria de F7-4.
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7.8 Curvadosis-inhibicién de la fraccion F7 en los subtipos de nAChR

8

Considerando los pesos moleculares de los componentes caracterizados (~3 kDa),
la cantidad de nanomol inicial de F7 (Tabla 2) fue sobreestimada, puesto que se
obtuvo con el area bajo la curva de 7.8 ug (5 nmol) de a-RglA, cuya masa es de
1570 Da. Por tanto, la cantidad de nanomoles se ajusté nuevamente, ahora
empleando la masa de F7-4, ya que este fue el componente mayoritario en la
purificacién de F7.

De este modo, las concentraciones de toxina reales durante las evaluaciones
electrofisiologicas fueron: 45.69 uM, 22.84 uM y 4.56 uM (en vez de 100 uM, 50 uM
y 10 uM respectivamente). La Figura 24 resume el efecto de estas concentraciones
sobre el receptor ha7 en la que se calculé una ICso de 32.7 uM.
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Figura 24. Curva dosis-inhibicién de F7 sobre los subtipos de nAChR evaluados. Se muestran los porcentajes
de inhibicién (media y desviacién estandar) para las diferentes concentraciones de F7 utilizadas.

Discusion

El objetivo del presente reporte fue ampliar el estudio toxinolégico de C. archon iniciado
por Hernandez-Samano, A. y colaboradores en 2022 [98] con la descripcién de ArchlllA;
aunado a ello se estima que esta especie posee 8 a-conotoxinas de las cuales 3
pertenecen a la subfamilia a4/3. Con base a estos antecedentes, se analizaron cuatro
fracciones del veneno de C. archon con el objetivo de determinar si alguna de ellas
correspondia a una de las a-conotoxinas predichas por Ellison, M. & Olivera 2007 [94].

El analisis toxinoldgico inicié con la cuantificacion de proteina del extracto crudo del
veneno proveniente tanto de hembras como de machos, en la que se determind que por
cada conducto venenoso, las hembras producen en promedio 7.4 mg mas de proteina
que los machos. Esta diferencia entre machos y hembras sobre la cantidad de veneno
sintetizada ya se ha reportado en C. regius de manera estacional [101], i.e. en ciertos
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periodos del afio las hembras producen mayor cantidad de veneno que los machos,
pero esta tendencia se revierte al estudiar otros periodos del afio.

Una posible explicacion del por qué estacionalmente las hembras producen una mayor
cantidad de veneno puede deberse a la demanda energética, ya que al ser ellas las que
ponen los huevos, requieren consumir mas alimento y por consiguiente llegan a producir
una mayor cantidad de toxina en su veneno para la captura de sus presas, por lo que
se puede especular que los ejemplares de C. archon utilizados en el presente reporte,
fueron colectados en una fecha cercana a su etapa reproductiva, aunque para confirmar
esto, se deben realizar estudios estacionales (colectas en distintas fechas del afo) o
bien confirmar con la puesta de huevos. Este aspecto permitiria establecer fechas en
las que sea mas conveniente recolectar a los individuos de esta especie.

Si bien se observé una diferencia en la cantidad de veneno que fue sintetizada por parte
de las hembras respecto de los machos de C. archon, no se han documentado
variaciones por sexo respecto a la composicion del mismo [102]. Por estas razones, se
aprovecho el mayor rendimiento del veneno proveniente de hembras y se utilizaron sus
lotes de extracto crudo para realizar el fraccionamiento mediante RP-HPLC.

Como se ha mencionado previamente, una de las caracteristicas bioquimicas de las o-
conotoxinas es su hidrofilicidad [83]. No obstante, la subfamilia a4/3 se caracteriza por
presentar aminoacidos aromaticos en su segunda asa intercisteina [59]; esto se ve
representado con la presencia de tirosina (Y) en a-RglA [97] y de triptéfano (W) en Iml
e Imll [96]. De modo que, si bien es de esperarse que las primeras fracciones en eluir
correspondan con alguna de las a-conotoxinas predichas, es probable que las a4/3 no
eluyan inmediatamente, pues sus aminoacidos aromaticos les otorgan cierta
hidrofobicidad.

Por consiguiente, de las 32 fracciones que se colectaron del veneno de C. archon se
decidié que las fracciones estudiadas en el presente reporte fueran aquellas que
eluyeron entre los minutos 10y 15 i.e. F4, F5, F6 y F7 (Figura 13), siendo todos estos
componentes mas hidrofilicos que ArchlllA. La Figura 14 confirma la presencia de
aminoacidos aromaticos en las fracciones F4 y F7, por lo que se pudo especular la
presencia de alguna conotoxina a4/3 en dichas fracciones.

Dado que tanto el clado Stephanoconus como la subunidad a7 son filogenéticamente
antiguos [103, 104], no es de extrafiar que las conotoxinas a4/3 (presentes
exclusivamente en este clado) inhiban al subtipo de nAChR a7. Este subtipo ademas
es el blanco molecular tanto de Iml como de Imll [105] por lo que, si entre las fracciones
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seleccionadas, se encontrara alguna conotoxina de la subfamilia a4/3, seria posible
notar un efecto sobre este subtipo de nAChR; por ello la evaluacion electrofisioldgica
inicié con el subtipo a7 de humano (ha7).

La decisiéon de comenzar la evaluacion funcional de F7 a una concentracion estimada
de 100 uM se baso en la ICso de ArchlllA (45.7 uM). Esta misma concentracion (100 uM)
ya ha sido utilizada por Wilson, D. et al. en 2022 [106] para evaluar el efecto de la
conotoxina PI168 en nAChR. La incubacion con 100 yM de F7 (aunque tal como se
describié en la seccién 7.8, la concentracion real corresponde a 45.69 uM) inhibié la
actividad del receptor ha7 en un 83% (Figura 15 y Tabla 4).

Aunque esta elevada concentracién puede dar lugar a observar una inhibicién por
saturacion, este no parece ser el caso ya que tras 10 pulsos de lavado el receptor
solamente logré recuperar el 54% de su actividad, mientras que en inhibiciones por
saturacion, la recuperacion del 100% de actividad es rapida y ocurre tras pocos pulsos
de lavado. Esto ha sido previamente documentado por Mcintosh J. et al. en 1995 [107]
quienes sefalaron que la incubacién con 100 uM de MrVIA bloquea los canales de calcio
en neuronas de Aplysia, pero el canal recupera su actividad basal tras pocos segundos
de lavado.

El efecto inhibitorio de la fraccion F7 fue dosis-dependiente ya que al utilizar diluciones
1:2 y 1:10, correspondientes a 50 yM y 10 uM respectivamente segun la estimacién
incial (concentraciones reales de 22.84 uM y 4.56 uM) se siguié observando un efecto
inhibitorio sobre el subtipo ha7 aunque con menor intensidad, registrando una inhibicion
del 40% a 50 yM y del 14% a 10 uM (Figura 16 y Tabla 4). Estos resultados corroboran
la interaccién entre F7 y el receptor ha7.

Si bien la afinidad de la fraccién F7 no fue muy alta, las fracciones cercanas (F4, F5y
F6) evaluadas a 10 yM no tuvieron un efecto mucho mayor al de F7 a esta misma
concentracion (10 uM). Solamente la fraccion F4 inhibié la amplitud de la corriente del
receptor ha7 en un 20% mientras que las fracciones F5y F6 no mostraron ningun efecto
sobre la amplitud de la corriente (Figura 20 y Tabla 4). Aunque la inhibicion de F4 es
mayor (20% de inhibicidn), ésta no es muy superior a la mostrada por F7 (14%) por lo
que, considerando la abundancia de cada fraccion en el perfil (Tabla 2), se mantuvo a
F7 como la fraccion de interés.

Curiosamente, las fracciones F4 y F7 poseen aminoacidos aromaticos (Figura 14), un

aspecto en el que coinciden con ArchlllA, que presenta una tirosina en la posicion 9
(Y9) [98]. Esta observacion sugiere que la deteccién de aminoacidos aromaticos podria
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ser un indicador para realizar la busqueda de potenciales moduladores del nAChR a7,
al menos en C. archon.

La fraccién F7 demostro ser selectiva por el subtipo ha7 ya que a 22.84 yM y 4.56 uM
no inhibié los subtipos ha3f2 y m(a1),p10¢ (Figuras 17 y 18; Tabla 4).
Cuantitativamente, la selectividad de la fraccion F7 se confirmd mediante una prueba t
de Student, obteniendo diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) unicamente
en la incubacion de la Fraccion F7 con el subtipo ha7 (Figura 19). Esto indica que la
fraccion F7 es capaz de distinguir entre subtipos de nAChR e inhibir preferentemente el
subtipo ha7 (Figura 25). En general, las conotoxinas a4/3 inhiben con mayor afinidad
los nAChR conformados Unicamente por subunidades a respecto a otros subtipos
heteroméricos, e.g. ImIl muestra una afinidad 16 veces mayor por el subtipo ha7 (ICso:
571 nM) en contraste con los subtipos h(a1)2818¢ (ICso: 9.5 uM) y ha3B2 (ICso: 9.61 uM)
[105].

F7 [;8 [22.84 pM]
+]
(+)

Agonista: @@ Agonista: Q@ Agonista
ACh Sin actividad ACh © Sinactividad ACh
[10 pM) [100 pM] [200 pM]

Inhibicién del
40.33%

Figura 25. Discriminacién entre subtipos de nAChR por parte de lafraccion F7 proveniente del veneno de C.

archon. Se muestra un resumen de los ensayos electrofisiologicos que fueron realizados utilizando a la fraccion F7

sobre los subtipos m(al),813¢, ha3B2 y ha7 en los que se observé que la F7 inhibi6 selectivamente al receptor ha?.
Elaboracion propia utilizando Biorender.com

Tras estos ensayos funcionales, se encontré que la fraccion F7 coincide con algunas
caracteristicas de la subfamilia a4/3: 1) presencia de aminoacidos aromaticos, 2) efecto
inhibitorio sobre el subtipo ha7 y 3) selectividad por el subtipo ha7 en comparacién con
algunos subtipos heteroméricos (ha3B2 y m(a1):p18¢). A pesar de la baja afinidad, la
inhibicion selectiva del receptor ha7 puede ser aprovechada farmacoldégicamente en el
estudio de algunas patologias.

Se ha reportado que la carcindgenesis en el tejido pulmonar se origina por la

sobreactivacion de los receptores nicotinicos expresados en este tejido. Particularmente
se ha documentado la expresion de las subunidades a3, a5, a7, B2 y B4 tanto en el

42



carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma y carcinoma de pulmén de células
no pequenas [108]. En estas patologias, el subtipo de receptor ha7 presenta una mayor
expresion, por lo que el uso de antagonistas para este subtipo permitiria esclarecer su
rol en esta patologia [109]. Sin embargo, la mayoria de los inhibidores utilizados
actualmente para el receptor ha7, e.g. a-bungarotoxina, a-Iml y a-cobratoxina, no son
selectivos y también antagonizan otros subtipos de nAChR. En este contexto, si bien la
afinidad de la fracciéon F7 no es alta (ICso: 32.7 uM) la selectividad observada por parte
de la F7 podria ser util al inhibir el receptor ha7 y se podria dilucidar su rol fisiopatoldgico
en cancer de pulmén; de modo que la fraccion F7 emerge como un producto natural con
aplicaciones farmacolégicas.

Para ahondar en esta posible aplicacion es necesario evaluar esta fraccion en mas
subtipos de nAChR (e.g. aquellos con subunidades a3-a6, a9-a10) asi como en canales
voltaje-dependientes a fin de detallar aun mas su selectividad. Por esta razén, purificar
y caracterizar bioquimicamente a esta fraccion resulta crucial para conocer las
caracteristicas del componente activo, lo que permitiria explorar todo el potencial de
esta molécula.

De los seis componentes peptidicos que constituyen a la fraccion F7 (Figura 21), cuatro
de estos componentes (F7-1 — F7-4) presentaron aminoacidos aromaticos (Figura 22),
por lo que es posible pensar que si existe alguna conotoxina a4/3 en la fraccion F7, se
encuentre en alguna de las cuatro subfracciones que poseen aminoacidos aromaticos.
El componente mayoritario en la F7 fue el denotado como F7-4 por lo que se decidié
caracterizarlo bioquimicamente.

Mediante espectrometria de masas MALDI-TOF (Figura 23), se determiné una senal
mayoritaria correspondiente a 3461.47 Da para el componente F7-3 (Figura 23A) y
3445.04 Da para el componente F7-4 (Figura 23B), ambas corresponden al respectivo
ion +1 de cada muestra. La obtencién de los pesos moleculares de ambos péptidos (F7-
3y F7-4) revela tres aspectos importantes.

En primer lugar, considerando que la masa promedio de un aminoacido es de 110 Da
[51], los pesos de F7-3 y F7-4 (3461.47 y 3445.04 Da respectivamente) hacen pensar
que ambos péptidos se componen aproximadamente de 31 aminoacidos, lo que
representa una longitud mucho mayor la de las a-conotoxinas con arreglo de cisteinas
tipo I, las cuales oscilan entre los 1500 y los 2000 Da. Este peso molecular es mucho
mas cercano a las conotoxinas de la superfamilia O1 como GeXIVA [110] GmVIA [111]
o SrVIIA [112]; aunque también se han visto pesos similares en conotoxinas de la
superfamilia A como Ec1.7 [113] o Lt1.6 [114].
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En segunda instancia, la diferencia de 16 Da entre F7-3 y F7-4 nos hace pensar que
existe una gran similitud entre ambos péptidos, diferenciandose Unicamente por la
presencia de una posible hidroxilacion en F7-3 [115], una modificacién post-traduccional
en la que se agrega un grupo hidroxilo en aminoacidos tales como prolina, lisina,
arginina, histidina, fenilalanina o aspartato [116].

La hidroxilacion en conotoxinas juega un papel relevante en su actividad bioldgica, de
acuerdo con Lépez-Vera, E. y colaboradores en 2008 [117]; la hidroxilacion en la familia
farmacoldgica y es crucial para su funcion, puesto que al sustituir las hidroxiprolinas
presentes en p-GlIIA por prolinas, la afinidad del péptido por su blanco molecular (canal
Nay1.4) disminuye; mientras que en la familia a la hidroxilacién juega un papel inverso,
ya que la sustitucion de prolina por hidroxiprolina en a-Iml se manifiesta en la pérdida
total de la actividad del péptido.

La adicion del grupo hidroxilo incrementa la polaridad en la molécula; es por esta razén
que el componente F7-3 aparece primero durante la purificacion a diferencia de su
contraparte no hidroxilada (F7-4). Este incremento en la polaridad a su vez aumenta la
capacidad de formar puentes de hidrogeno [118], mientras que en moléculas no
hidroxiladas se favorecen las interacciones hidrofébicas.

Un tercer aspecto que ya ha sido mencionado anteriormente es que la cantidad de
nanomoles de F7 fue sobreestimada debido a que el calculo se realizé utilizando como
referencia 7.8 ug de la conotoxina sintética a-RglA, cuyo peso molecular son 1570 Da.
La cantidad real de nanomoles se ajusto utilizando la masa de F7-4 y esto permitié
obtener una curva dosis-respuesta y calcular una ICso con las evaluaciones realizadas
(Figura 23). Aunque no se determiné la eficacia (inhibicion maxima) de la fraccion F7,
la curva observada asemeja a un patron sigmoideo y muestra una interaccion de baja
afinidad entre F7 y el receptor ha7, la cual se refleja también mediante la ICs calculada:
32.7 uM.

Esta elevada ICso en conjunto con el peso molecular obtenido (3445.04 Da), indican que
la fraccion F7 no se trata de una conotoxina de la subfamilia a4/3 y a su vez sugiere
que el subtipo ha7 no es el blanco molecular especifico del componente de la fraccion
F7. Esta aseveracion permite proponer tres posibilidades para el blanco molecular
especifico de F7: 1) que su blanco molecular sea un subtipo de nAChR expresado en
poliquetos, 2) que su blanco molecuar si sea el subtipo ha7 pero F7 muestre una mayor
afinidad por el ortélogo de peces o 3) que su blanco molecular sea distinto de los
nAChR.
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Ahondando en la primer posibilidad, se ha documentado la expresion de las
subunidades a9 y a10 en los anélidos poliquetos [119]. Presuntamente, en estos
organismois los subtipos de nAChR que contienen estas subunidades son encargados
de la atividad motora, por lo que una conotoxina activa en estos receptores tendria un
efecto paralizante. De modo que si esta posibilidad fuera aplicable a F7, ésta se trataria
de una conotoxina empleada en la depredacion de anélidos poliquetos.

Como ejemplo de este tipo de conotoxinas encontramos a aB-VxXXIVA [120] la cual
proviene de la especie vermivora C. vexilium y se ha demostrado que esta conotoxina
inhibe con baja afinidad a muchos subtipos de nAChR, e.g. ra3p2 (ICso: >30 pM),
ra2p2(1Cso: 23.4 uM), ra7(ICso: >30 uM), r(a1)2p18y (ICso: 6.6 pM); mientras que por el
receptor ra9a10 su afinidad incrementa considerablemente (ICso: 1.6 pM). En este punto
cabe mencionar que la conotoxina a-RglA es selectivamente mas afin por el subtipo ra7
(ICs0: 4.7 uM) en comparacion con otros subtipos neuronales en rata [97], pero al mismo
tiempo, su afinidad es aproximadamente 900 veces mayor por el subtipo ra9a10 (ICso:
5.2 nM) [121].

Respecto de la segunda posibilidad, la variacion en la afinidad de algunas conotoxinas
por un mismo subtipo de receptor pero de distintas especies se ha reportado en AuslA,
una conotoxina inhibitoria del subtipo a7 con una ICso de 11.67 uyM para el receptor de
gallo (ga7) [122], mientras que para el receptor humano la ICso es de 47 pM [123]. Otro
ejemplo es la conotoxina Y-PIIIE la cual inhibe con baja afinidad el subtipo de receptor
m(a1)2810¢ (ICso: 14 uM) e inhibe con una afinidad 110 veces mayor el subtipo de
receptor (a1),816¢ de raya (Torpedo californica; |Cso: 127 nM) [60]. Por tanto, una
interaccion de baja afinidad de la F7 sobre el ortdlogo de receptor de humano podria
ser un indicativo de que exista una afinidad mayor por el ortdlogo de organismos como
peces. Esta hipétesis sefalaria que la fraccion F7 podria ser un componente empleado
por C. archon para defenderse de peces depredadores.

En este sentido, la Tabla 5 muestra algunos ejemplos de conotoxinas inhibitorias sobre
el subtipo de receptor a7 reportados en la literatura. En estos casos notamos que las
conotoxinas que no pertenecen a la superfamilia A presentaron una mayor afinidad por
el subtipo de receptor a9a10. Considerando el peso de F7 (3445.04 Da), es muy
probable que no pertenezca a la familia A y que muestre efecto por el subtipo a9a10.
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Tabla 5. Antagonistas del nAChR a7 que poseen efecto sobre otros subtipos de nAChR

Conotoxina  Familia Peso ICs0 a7 Otros receptores blancos Ref.
genética molecular (especie)
(Da)
Iml A 1351 595 nM (h) ha3B32 (ICso0: 40.8 nM) [103]
ha3B4 (ICso: 3.39 uM)
Imll A 1508 571 nM (h) ha3B2 (ICso: 9.61 uM) [103]
h(a1)2810¢ (ICs0: 9.5 uM)
RglA A 1570 4.7 uM (r) ra9a10 (ICso: 5.1 nM) [95,
h(a1)2310¢ (ICs0: 16 uM) 119]
ArchlllA M 1650 45.7 uM (h) ha7p32 [96]
(Sin ICso determinada)
GeXIVA o) 3452 660 nM (r) ra9a10 (ICso: 4.61 nM) [108]
ra2p2 (ICso: 491 nM)
ra3B2 (ICso: 480 nM)
ra6/a3fB4 (ICso: 806 nM)
AuslA A 1764 11.67 uM (g) N.D [120,
47 uM (h) 121]
VxXXIVA B3 4625 >30 UM (r) ra9a10 (ICso: 3.15 uM) [118]
ra2p2 (ICso: 23.2 uM)
ra6/a3fB4 (ICso: 30.1 uM)
GeXXA D 5117 210 nM (h) ha9a10 (ICso: 28 NM) [124]

N.D. No se han identificado

Finalmente, la tercera posibilidad seria que el blanco de F7 sea distinto de los nAChR y
que la inhibicién observada sobre el subtipo a7 sea debido a que este receptor posee
alguna similitud estructural con el blanco molecular especifico de la fraccion F7. Al

respecto, uno de los ejemplos que sobresale es PIXIVA, una conotoxina procedente de

C. planorbis que presenta actividad inhibitoria sobre nAChR musculares ademas del
canal voltaje-dependiente Kv1.6 [125]. De modo que otra posibilidad es que la fraccion
F7 tenga actividad sobre un canal dependiente de voltaje. Todas estas posibilidades se

ilustran en la Figura 26.
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Figura 26. Principales hallazgos del andlisis toxinolégico realizado y perspectivas futuras. Se muestran las
principales caracteristicas bioquimicas y funcionales (inhibicién del subtipo ha7) mediante el uso de la fraccion F7
proveniente del veneno de C. archon; se presentan otros posibles blancos moleculares en los que F7 pudiera actuar y
gue deberian estudiarse en futuros trabajos. Elaboracion propia utilizando Biorender.com.

Es importante aclarar que la ICso obtenida corresponde a la fraccion F7 completa y, por
tanto, en un futuro deben realizarse repurificaciones que permitan determinar cual(es)
componente(s) presenta(n) la actividad. Se ha reportado que la afinidad de las
conotoxinas puede variar dependiendo su grado de pureza [126], ya que otros péptidos
dentro de la fraccion del veneno contribuyen a la cuantificacion de proteina total, asi
como también pueden interfieren en la interaccion del péptido activo con el receptor.

Para esclarecer cual es el blanco molecular especifico de la fraccion F7, es
indispensable determinar la secuencia de aminoacidos del componente F7-4,
permitiendo entonces establecer su patron de cisteinas y comparar dicha secuencia con
otras conotoxinas. Ademas, es de notar que al conocer la estructura de F7-4, podria ser
posible el inferir la secuencia de F7-3, debido a que pensamos que estos dos péptidos
pudieran diferir tnicamente en una hidroxilacion. Sin embargo, tras correr 10 ciclos con
PITC, no se detectd la elucién de PTH-aminoacidos por lo que la degradacion de Edman
no arrojé resultados sobre la estructura primaria de F7-4 y por ende, no fue posible
obtener su secuencia de aminoacidos.

Al fendmeno en el que el PITC no puede acoplarse al extremo amino de las proteinas
se le conoce como bloqueo N-terminal y ocurre debido a una modificacién post-
traduccional en el primer aminoacido de la proteina [127], entre las modificaciones mas
comunes que bloguean al extremo amino se encuentran la acetilaciéon N-terminal [128]
y la ciclacién de glutamina y glutamato [129].

Esta ultima involucra la formacidn de acido piroglutamico (Z) y es la opcién mas comun

de encontrar en conotoxinas, siendo el caso de varias conotoxinas pertenecientes a la
superfamilia M que antagonizan a los canales de Na* como SIIIA [130], SHIIB [131], PIIA
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[132] o CnllIC [133], aunque también se ha reportado en conotoxinas inhibidoras de
nAChR como EIIA [134] o PIB [135], ambas pertenecientes a la superfamilia A. Es de
mencionar que CnllIC ademas de inhibir a los canales de Na*, también inhibe a los
nAChR con baja afinidad, por lo que es de particular relevancia en este caso [133] ya
que la fraccién F7 podria tener una funcién similar.

Otra posibilidad que podria explicar la falta de lecturas en la degradacién de Edman es
que F7-4 sea un péptido ciclico, de modo que el extremo amino y carboxilo del péptido
estén unidos entre si. Este tipo de estructuras, aunque raras, ya se han observado en
una clase de proteinas vegetales denominadas ciclétidos, las cuales ejecutan un papel
defensivo al perturbar las membranas celulares de los insectos [136]; asimismo, en el
sistema inmune de algunos primates (incluidos los humanos) se han observado
moléculas circulares llamadas 6-defensinas [137]. No obstante, esta opcion parece ser
poco probable pues las unicas conotoxinas ciclicas corresponden a versiones sintéticas
y, a la fecha, no se han identificado conotoxinas circulares.

La Tabla 6 muestra una comparacion entre ArchlllA y la fraccion F7, las cuales
actualmente son las Unicas conotoxinas que han sido identificadas en C. archon. Esta
comparacion muestra algunos aspectos en que coinciden (aminoacidos aromaticos,
blanco molecular evaluado y baja afinidad) pero existen diferencias claves respecto a
la hidrofilicidad y al peso molecular experimental, siendo F7 un péptido de mayor
tamafno y mas hidrofilico. Si bien, como se ha discutido anteriormente, es probable que
F7 pertenezca a la superfamilia M, esto no puede ser afirmado hasta conocer su
secuencia de aminoacidos completa. Funcionalmente, F7 muestra una afinidad
ligeramente mayor que ArchlllA.

Tabla 6. Comparacion entre los péptidos ArchlllA'y F7 provenientes del veneno de C. archon.

ArchlllA F7
% de elucién (Sol.B) 28 15
Presencia de’a‘mlnoamdos Si si
aromaticos
Masa experimental 1650 3445 (F7-4)
Blanco molecular con mayor afinidad ha7 ha7
I1Cso 45.7 yM 32.7 uM
Superfamilia M ND

ND: No determinado

Considerando todos los resultados, el presente trabajo cumplié su objetivo y amplio el
estudio toxinolégico de C. archon al identificar y caracterizar parcialmente a un
componente modulador del subtipo de nAChR ha7 de nAChR. A pesar de que al inicio
del proyecto se especuldé que dicho componente pudiera ser alguna de las conotoxinas
a4/3 predichas para C. archon, el peso molecular en conjunto con la baja afinidad
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mostrada por el blanco evaluado sugieren que el componente activo de la fraccién F7
pudiera tratarse de otro tipo de conotoxinas.

Para determinar la clasificacion (superfamilia genética, arreglo de cisteinas y blanco
molecular especifico) a la que pertenece el componente activo de la fraccion F7, en un
futuro se plantea obtener su secuencia de aminoacidos completa asi como realizar
ensayos funcionales en otros subtipos de nAChR y en canales iénicos voltaje-
dependientes, tanto de Na® como de K*, permitiendo aumentar la caracterizacion
funcional iniciada en este trabajo.

A reserva de su clasificacion, la interaccion estadisticamente significativa observada
entre el componente F7 y el receptor ha7 a una concentracion de 22.84 uM, asi como
su selectividad, abren la posibilidad de que el componente activo en la fraccion F7
puede tener aplicaciones farmacolégicas para el estudio y/o tratamiento en modelos de
cancer de pulmon.

Por lo tanto, el continuar el con estudio de la fraccion F7 identificada en el presente
trabajo permitira ahondar en las aplicaciones expuestas asi como continuar estudiando
la biologia de Conus archon.

Conclusiones
e Se identificé un componente hidrofilico en el veneno de C. archon, denominado

como F7 el cual mostré tener una actividad inhibitoria sobre el subtipo de nAChR
ha7 nAChR.

e La fraccion F7 ademas mostro ser selectiva por el NnAChR ha7 respecto a los
subtipos m(a1).p16¢ y ha3B2 al ser evaluado a 22.84 uM, ya que Unicamente la
interaccion de la fraccion con el subtipo ha7 tuvo diferencias estadisticamente
significativas respecto a su control.

e La fraccidn F7 se repurifico y se determind que estd constituida por 6
componentes. La masa molecular del componente mayoritario (F7-4) fue de
3445.04 Da.

¢ No fue posible obtener la estructura primaria de F7-4 y esto puede deberse a
que el extremo N-terminal de F7-4 se encuentre bloqueado por la presencia de
acido piroglutamico.

e LalCs preeliminar de F7 para el subtipo ha7 fue de 32.7 uM.

¢ Se observé una variacion intersexual en la cantidad de veneno sintetizada por
parte de hembras con respecto a los machos de C. archon.
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10 Perspectivas
e Completar la caracterizacion bioquimica del componente F7-4, dilucidando su

secuencia de aminoacidos, lo que permitiria determinar a que superfamilia
genética pertenece y su arreglo de cisteinas.

e Sintetizar quimicamente al componente F7-4 para evaluar al péptido puro sobre
el subtipo de nAChR a7 y discernir si la actividad de éste péptido se ajusta a la
ya caracterizada de la fraccion F7.

e Evaluar al componente F7-4 sobre otros subtipos de nAChR, particularmente en
aquellos con subunidades a9; asi como en otros receptores y canales ionicos
para determinar si existe un blanco molecular mas especifico.

e Caracterizar la interaccion entre la conotoxina proveniente de la fraccién F7 del
veneno de C. archon 'y su blanco molecular.

o Determinar si el componente F7-4 corresponde a una conotoxina utilizada para
defensa o para depredacion.
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