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Resumen de la tesis que presenta Eduardo Alvarez Lépez como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacion en Biotecnologia Marina.

Anthopleura xanthogrammica como fuente de péptidos moduladores de la respuesta nociceptiva
evaluada en un modelo murino

Resumen aprobado por:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Director de tesis

La sintesis de venenos es una estrategia animal que funciona como mecanismo de depredacion y defensa.
Estos compuestos se estudian, desde el punto de vista biomédico y biotecnoldgico, con el fin de encontrar
moléculas con respuestas efectivas a diversos padecimientos crénicos y emergentes. En este trabajo se
aislé Ax3.6.14.1, un componente de naturaleza peptidica en el veneno de Anthopleura xanthogrammica
(Brandt, 1835). Este componente modula la respuesta nociceptiva, mostrando un potente efecto
analgésico en un modelo murino evaluado mediante la prueba de superficie caliente a 55 °C ([0.1 pg/g
ratdn] 15 segundos de latencia a 30 min y 27 segundos de latencia a 45 min) comparado con el efecto
analgésico de Nalbufina® como control positivo ([4 pg/g ratén] 12 segundos de latencia a 30 min y 16
segundos de latencia a 45 min) y el control negativo PBS 1x ([200 ul] 6 segundos de latencia a 30 miny 9
segundos de latencia a 45 min). Debido a la dificultad de purificacién de los componentes, se logré
caracterizar parcialmente Ax3.6.14.1.1 (3433.42 Da) y Ax3.6.14.2 (3634.54 Da), ambos con cuatro residuos
de cisteinas.

Palabras clave: toxinas, péptidos analgésicos, prueba de superficie caliente, cromatografia.



Abstract of the thesis presented by Eduardo Alvarez Lopez as a partial requirement to obtain the Master
of Science degree in Life Sciences with orientation in Marine Biotechnology

Anthopleura xanthogrammica as a source of modulating peptides of the nociceptive response evaluated
in a mice model

Abstract approved by:

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Thesis Director

Venom synthesis is an animal strategy working as a mechanism of predation and defense. These
compounds are studied from a biomedical and biotechnological approach, in order to find molecules with
effective responses to several chronic and emerging diseases. In this work, a peptidic component in the
venom of Anthopleura xanthogrammica (Brandt, 1835) called Ax3.6.14.1, was isolated. This component
modulates nociceptive response, showing a strong analgesic effect in a murine model, evaluated using the
hot plate test at 55°C ([0.1 pug / g mouse] 15 seconds of latency at 30 min and 27 seconds of latency at 45
min) compared to the analgesic effect of Nalbufina® used as a positive control ([4 ug / g mouse] 12 seconds
latency at 30 min and 16 seconds latency at 45 min) and the PBS 1X used as a negative control ([200 pul] 6
seconds latency at 30 min and 9 seconds latency at 45 min). Due to some difficulties in the purification
process of this component, we partially characterized in Ax3.6.14.1.1 (3433.42 Da) and Ax3.6.14.2
(3634.54 Da), both with four cysteine residues.

Keywords: toxins, analgesic peptides, hot plate test, chromatography.
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Introduccion

En México, como en otras partes del mundo, se han aprovechado los recursos naturales para beneficio
humano. Un ejemplo es la herbolaria, disciplina que se encarga de preservar y utilizar los componentes de
origen vegetal para fines terapéuticos; esta practica ha sido heredada y mejorada por generaciones
(Fleuriet, 2009). Ademas del uso de las plantas, también se han descrito el uso de animales para diversas
necesidades humanas como alimenticias, medicinales, artesanales, indumentaria, asi como en rituales

religiosos (Garcia-Lopez et al., 2017).

Con la institucionalizacién de la biotecnologia en México, se han podido aprovechar los recursos cuya
utilizacion es respetuosa, inteligente y sustentable (Bolivar, 1997). La aplicacion de la biotecnologia en
diversas actividades humanas conlleva al mejoramiento de las aguas residuales, la implementacion de
bacterias para la produccién de biomoléculas que implica una disminucidn en costo de dicha
productividad, el mejoramiento genético de plantas para ampliar el rango de resistencia a temperaturas
elevadasy sequias, el aumento en la esperanza de vida por el desarrollo de nuevos farmacos, entre muchas

otras (Bolivar, 2002).

Un caso particular que ha mostrado interés por la industria farmacéutica es el aprovechamiento y uso
de productos naturales, como venenos de animales, hongos, plantas y bacterias, para atacar multiples
enfermedades crénicas y emergentes. El primer caso de éxito es el desarrollo del farmaco Captopril®, un
nonapéptido purificado del veneno de la serpiente jararaca, que bloquea a la enzima convertidora de
angiotensina, evitando asi la hipertensidn arterial (Rebello-Horta et al., 2016). Desde entonces se ha
desarrollado un nuevo campo biotecnolégico, abriendo un universo de biomoléculas potencialmente

utilizables en el ambito farmacéutico (Trapani et al., 2016).

El estado de Baja California posee una riqueza de animales marinos por explorar, ya que cuenta con
dos costas: el Pacifico Mexicano y el Golfo de California. En estas costas se distribuyen, entre muchos otros
organismos, animales que sintetizan venenos para su defensa. Ya se han caracterizado diversas moléculas
procedentes de estos animales en el laboratorio de Inmunologia Molecular y Biotoxinas de CICESE (Oroz-
Parra et al., 2016; De Ledn-Nava et al., 2016). El objetivo de este trabajo es caracterizar un componente
de origen peptidico procedente del veneno de Anthopleura xanthogrammica como analgésico, aplicando

diversas técnicas biotecnoldgicas disponibles.



1.2 Antecedentes

En el reino animal se han descrito diversos mecanismos de defensa y depredacion. Un caso particular
es la sintesis y liberacidn de sustancias tdxicas conocidas comunmente como venenos (Fry, 2005). Los
venenos son una mezcla de compuestos que incluyen moléculas organicas como aminas, alcaloides,
minerales, aminoacidos, péptidos y proteinas, que son llamadas toxinas. La diversidad de animales
venenosos es basta, tanto en ecosistemas acuaticos como terrestres, invertebrados y vertebrados,

inclusive mamiferos (Fig. 1) (Zhang, 2011).
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Figura 1. Diversidad animal. Representacién de la biodiversidad animal venenosa. Tomado de Oldrati et al., 2013.



1.2.1 Mecanismo de accion del veneno

El veneno se clasifica seglin su mecanismo de accion en la presa, el cual produce sintomas que se
extienden a través del sistema nervioso, respiratorio, muscular, renal y gastrointestinal. Por lo tanto, el
veneno es clasificado como hemotdxico cuando actian sobre el sistema cardiovascular, neurotéxico
cuando actua sobre el sistema nervioso central y periférico, asi como citotdxico cuando afecta a nivel
celular (Borchania et al., 2011). Al ocasionar envenenamiento o intoxicacidn, la presa puede experimentar
dolor local, hinchazén, ampollas, erupciones, necrosis del tejido; ademas de efectos sistémicos que
incluyen vémitos, pardlisis, nduseas, diarrea, fiebre, dolor de cabeza, visién borrosa, ganglios linfaticos
inflamados, mareos, debilidad muscular y una falta de coordinacién muscular hasta producirse colapso

subito y finalmente la muerte (Ownby y Odell, 2013).

Estos sintomas se producen a través de una serie de interacciones moleculares. Se han descrito
toxinas con actividad enzimatica que pueden causar la lisis de la membrana celular mediante la formacién
de poros y la destruccién de otros componentes celulares. Otras toxinas son bloqueadoras o activadoras
de receptores celulares, bloqueadoras o activadoras de canales idnicos y otro tipo receptores anclados a
la membrana celular que desencadenan o bloquean la liberacidon de neurotransmisores, asi como la

inhibicién o activacion de cascadas de sefalizacion celular (Fig. 2) (Simms y Zamponi, 2014).
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Figura 2.- Blancos moleculares de toxinas. Los tipos de canales idnicos activados por voltaje que se encuentran en
la placa neuromuscular y algunas toxinas animales que interaccionan con estos blancos moleculares. Tomado de Fry
etal., 2009.



La identificacion de los blancos moleculares especificos de las toxinas, ha dado hincapié en la
caracterizacion y uso de sus propiedades biomédicas en problemas de salud publica. Se han utilizado para
tratar o reducir los sintomas asociados a enfermedades crdnicas como canalopatias, cancer, diabetes tipo
I, VIH, dolor y en enfermedades emergentes con una alta tasa de mortandad (Desenclos et al., 2005).
También, se han utilizado en la identificacién de los efectos sistémicos en el organismo, principalmente

en el sistema nervioso (Harris y Goonetilleke, 2004).

1.2.2 El sistema nervioso

El sistema nervioso es el encargado de detectar, transmitir, analizar y utilizar informacion
generada por los estimulos sensitivos representados por el calor, la luz, la energia mecanica y las
modificaciones quimicas del ambiente interno y externo (Benzon et al., 2011). Este sistema esta
conformado por una red compleja de comunicacién celular, distribuida por todo el organismo (Fig. 3). Se
divide en sistema nervioso central (SNC), formado por el encéfalo y la médula espinal; y el sistema nervioso
periférico (SNP), formado por los nervios y pequefios grupos de neuronas denominados ganglios nerviosos

(Junqueira y Carneiro, 2010).
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Figura 3.- Sistema nervioso. Representacion del sistema nervioso central y periférico y los diversos tipos de
percepcion asociados a la codificacion por el sistema nervioso. Modificado de Junqueira y Carneiro, 2010.
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Las neuronas son células excitables que se encargan de transmitir sefiales eléctricas en todo el
organismo con el fin de restablecer la homeostasis. Cada neurona tiene un cuerpo celular donde esta
contenido el nucleo. Del cuerpo celular se extiende el axdn, el cual conduce los impulsos eléctricos hasta
las células blanco. También presentan extensiones cortas llamadas dendritas, cuya funcion es la de proveer
suficiente superficie de contacto para recibir las sefiales eléctricas provenientes de otras neuronas, o bien,
traducir las diversas sefiales externas en sefales eléctricas (Fig. 4). En el SNP, los ganglios nerviosos estan
formados por un axén y pueden estar acompafiadas por una vaina de mielina (fibras mielinicas) o no

presentar dicho recubrimiento (fibras amielinicas) (Miller and Pereda, 2017).
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Figura 4.- Neurona. Esquema de una neurona mielinizada en sinapsis con la placa motora. Modificado de
Junqueira y Carneiro, 2010.

Existe una clasificacidn de las fibras nerviosas de mamiferos, las cudles se agrupan en A, By C. El
grupo A, se encuentra subdividido en a, B, y y §; en cambio, los grupos B y C no tienen subtipos de fibras
(tabla 1). Los axones de un didmetro grande transmiten los impulsos mas rapido, en comparacion de los

de menor tamafio. Los axones de mayor tamafio transmiten la sensibilidad pro-nociceptiva, la funcion
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motora somatica, el tacto consiente y la presion. Y los axones pequefios transmiten la funcién auténoma,

sensaciones de dolor y temperatura (Kai-Kai, 1989).

Tabla 1.- Clasificacion de las fibras nerviosas de mamiferos.

Velocidad de
Subtipo de Diametro
Tipo de fibra Funcién conduccién
fibra (um)
(m/seg)

Propiocepcion;
a 12-20 70-120
motora somatica

Tacto, presion,

B 5-12 30-70
motora
Motora en
1} musculo 3-6 15-30

esquelético
Dolor agudo, frio,
6 2-5 12-30
tacto, localizado
Transmiten
informacion
proveniente de
mecanoreceptores
NA cutdneos y <3 3-15
subcutaneos y de
fibras nerviosas
pre-ganglionares
auténomas
Dolor sordo
guemante de
NA 0.5-1.5 05-2
fibras simpaticas

post-ganglionares

Mielina

Presente

Gruesa

Presente

Fina

Presente

Ausente

Las neuronas sensoriales primarias inervan las seis [dminas de Rexed en el asta dorsal de la médula

espinal. El asta dorsal es el marcador principal para la integracién de la entrada sensorial periférica y la

modulacién supra-espinal descendente (Saker et al., 2016). La mayoria de los nociceptores aferentes Cy
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AS (estimulacidon periférica nociva) forman contactos sinapticos en las laminas superficiales (I y Il),
mientras que los aferentes de bajo umbral AS y AB (sensibles al tacto) generalmente se proyectan a
[dminas mas profundas (lll a V). El asta dorsal se compone de un gran nimero de poblaciones de
interneuronas excitadoras (75%) e inhibidoras (25%), asi como un numero menor de neuronas de
proyeccion localizadas en las laminas I, lll, IV y V (Fig. 5). Las neuronas de proyeccidon transmiten
informacién a numerosos sitios supra-espinales para dar lugar a aspectos tanto cualitativos como afectivos

de la sensacion de dolor (Teichert et al., 2015).

G HT non-pe;

Figura 5.- Médula espinal. Izquierda: Corte transversal de la medula espinal. Derecha: Localizacién de las laminillas
del asta dorsal. Modificado de Peirs y Seal, 2016.

1.2.3 El dolor

El dolor se considera un problema de salud publica mundial que afecta entre un 25% y un 29% de la
poblacién. Se define como una sensacidon somatica que ocurre en respuesta a una lesién tisular real o
posible (Bader et al., 2010). Se considera como un mecanismo de defensa, es decir, una sefial de alarma

para proteger al organismo y aumentar la supervivencia del individuo (Romera et al., 2000).



1.2.4 Lavia del dolor

Los cambios bioguimicos que tienen lugar en la transmisidn y/o modulacién del dolor se agrupan en
tres niveles: (1) Periférico: mecanismo por el cual una serie de estimulos son capaces de excitar los
receptores periféricos; (2) medular: mecanismos de transmisién y modulacién en el asta posterior y (3)
central: aquellos neurotransmisores y mecanismos implicados en la percepcion cerebral y medular del
dolor, y los mecanismos inhibidores de dicha sensacién. Ademas, la secuencia de eventos por la cual se
percibe un estimulo implica cuatro procesos: (1) transduccién, (2) transmisidn, (3) modulacién, y (4)

percepcion (Zhang et al., 2017).

La transduccion se produce en las terminales periféricas de las neuronas aferentes primarias, donde
diferentes formas de energia, por ejemplo, mecanicas, térmicas, fisicas o quimicas, se convierten en una
actividad eléctrica, mejor conocida como potenciales de accion (Fig. 6). La lesién del tejido resulta en la
liberacion local de numerosos productos quimicos que inducen directamente la transduccion del dolor
activando nociceptores, o bien, facilitar la transduccion del dolor aumentando la excitabilidad de los
nociceptores (Colloca et al., 2017). La lista de mediadores es extensa y como tal, se refiere frecuentemente

como la “sopa inflamatoria”.

La bradiquinina desempefia un papel critico en el dolor agudo en los seres humanos ya que activa
nociceptores mielinizados y amielinizados. La bradiquinina también produce hiperalgesia de calor
transitorio en seres humanos mediante la sensibilizacién de los nociceptores mediante la activacién de la
fosfolipasa C (PLC), la proteina quinasa C (PKC), la produccidn de eicosanoides y la modulacién del canal

TRPV1 (VR1) (Cypriano, 2017).

Los niveles bajos de pH (exceso de H* libre) que se encuentran en los tejidos inflamados también
contribuyen al dolor y a la hiperalgesia asociados con la inflamacién, ya que esto provoca selectivamente
la activacion y sensibilizacion de los nociceptores a estimulos mecanicos (Osmakov et al., 2014). Estudios
recientes sugieren que los efectos del pH estan mediados por la apertura de un canal idnico de deteccion

de acido especifico de la neurona ganglionar de la raiz dorsal (DRASIC/ASIC-3) (Baron y Lingueglia, 2015).

La serotonina, es liberada de las plaquetas en respuesta al factor activador de plaquetas derivado de
la desgranulacion de los mastocitos, lo que conlleva a la activacién de nociceptores. La serotonina también

potencia el dolor inducido por bradiquinina y la activacion del nociceptor (Alcantara-Montero, 2017).
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La histamina, liberada de los mastocitos por la sustancia P derivada de los reflejos del axdn en los
nociceptores activados, produce una variedad de respuestas incluyendo vasodilatacion y edema (Csaba,
2014). La histamina exdgena aplicada a la piel produce picazén y no dolor, pero la histamina excita
nociceptores viscerales polimodales y aumenta las respuestas de los nociceptores a la bradiquinina y el

calor (Kiss y Keseru, 2014).

Los eicosanoides son una gran familia de metabolitos del acido araquidénico que incluyen
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos. Estas moléculas activan directamente los nervios aferentes
articulares, los de la piel y las visceras; los sensibilizan a los estimulos naturales y a otros productos
quimicos enddgenos. Las prostaglandinas, sintetizadas por la enzima constitutiva COX-1, y por la COX-2,
inducidas en los tejidos periféricos por la inflamacidn, reducen el umbral de activacién de las corrientes
Na* resistentes a la tetrodotoxina en los nociceptores, aumentan los niveles intracelulares de AMPc y
aumentan la excitabilidad de las neuronas sensoriales. Los leucotrienos, metabolitos de la via de la
lipoxigenasa, contribuyen a la hiperalgesia y a la sensibilizacién a los estimulos mecénicos (Shapiro et al.,

2016).

La adenosina y sus derivados de mono y polifosfato (AMP, ADP, ATP) se liberan o filtran en el espacio
extracelular con lesion e inflamacién en los tejidos donde contribuyen al dolor y a la hiperalgesia. La
adenosina induce dolor en los seres humanos mediante la activacion directa de los nociceptores. El ATP
también induce dolor en los seres humanos y activa los nociceptores C en la piel humana sana, pero no
sensibiliza a las fibras C mecanicas o a los estimulos de calor. El ATP presumiblemente activa las neuronas
nociceptivas en la piel normal a través del P2X3 y el receptor heteromérico P2X2 / P2X3.16 (Burnstock,

2016).

Las citocinas (por ejemplo: interleucina-1f (IL-1B), factor de necrosis tumoral a (TNFa) e interleucina-
6 (IL-6)) son liberadas por una variedad de células (por ejemplo: macréfagos, astrocitos o células de
Schwann). Sin embargo, las citocinas también promueven la sefializacién del dolor. Tanto IL-13 como TNFa
excitan directamente y sensibilizan a las fibras aferentes nociceptivas a estimulos térmicos y mecanicos.

(Woda et al., 2016).

Los receptores de aminodcidos excitatorios (EAA) estan presentes en las células ganglionares de la
raiz dorsal y en los terminales presinapticos de las neuronas aferentes primarias y juegan un papel en la
modulacién de los impulsos nociceptivos. La aplicacion periférica de glutamato activa los nociceptores a

través de la unién de receptores de glutamato, iGlu) y receptores metabotrépicos acoplados a proteina G
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(mGlu) tipo 1y tipo 5 (mMGIuR1, mGIuR5) sobre axones no mielinizados en la piel y mejorar el dolor. Las

neuronas en el DRG marcado para mGIuR5 también expresan receptores VR1 caracteristicos de neuronas

nociceptivas (Hu et al., 2009).

El factor de crecimiento nervioso (NGF) puede contribuir al dolor inflamatorio a través de
mecanismos directos e indirectos. Los mediadores inflamatorios, como las citoquinas, aumentan la
produccidn de NGF en tejidos inflamados. EI NGF estimula a los mastocitos a liberar histamina y serotonina

e induce hiperalgesia de calor actuando directamente en los terminales periféricos de las fibras aferentes

primarias (Inserra y Lewis, 2011).

Todos estas biomoléculas que pueden presentarse en la “sopa inflamatoria”, activan cascadas de
sefializacion mediante la via de fosforilacién de proteinas cinasas A y C, que regula la localizacion y el
tréfico de los canales idnicos en los nervios nociceptores, o bien, la activaciéon o inactivacidn de estos

canales (Schulz et al., 2008); asi como la activacion del proto-oncogen c-fos en las neuronas activadas por

un estimulo nocivo (Hunt et al., 1987).
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Figura 6.- Transduccion. El estimulo o dafio se traduce en potencial eléctrico, mediante la sopa inflamatoria.
Inmediato al estimulo, se activan diversas cascadas de sefializacidn para percibir el dolor y tener una accidn que evite

un dafio prominente. Tomado de Romera et al., 2000.
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Las cascadas de sefializacién, mencionadas en el parrafo anterior, transduce o convierte las sefiales
externas (fisicas, quimicas y/o mecanicas) en sefiales eléctricas, que seran dirigidas o transmitidas como
potenciales de accion hacia el cerebro, para poder responder ante los estimulos. Existen tres componentes
principales del sistema de transmision. Las células sensoriales periféricas que transmiten impulsos del sitio
de transduccidn hasta su terminal periférica localizada en la médula espinal (Fig. 7). Es en este sitio donde
los nervios llevan a cabo una sinapsis con neuronas espinales quienes son el segundo componente en la
red de transmisidn. Estas células envian proyecciones a diversas estructuras cerebrales y diencefdlicas,
tercer componente de la transduccidn; donde se llevard a cabo la recepcidon del estimulo principal y se

dirigen a varios sitios corticales para efectuar una reaccidn ante el estimulo presente (EIman et al., 2013).
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Figura 7.- Transmisidn. La transmision del estimulo mediante la despolarizaciéon de la membrana (potencial de
accion) del nervio. El Talamo e hipotdlamo es donde se lleva a cabo la integracion y codificacion de sefiales del dolor.
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La modulacion es el proceso por el cual la actividad neuronal se puede alterar a lo largo de la via de
transmision del dolor (Figura 8). El asta dorsal de la médula espinal es un sitio importante donde ocurre la
modulacién que implica una abundancia de sistemas de neurotransmisores. La activacidn de los sistemas
de modulacidon del dolor generalmente se resuelve en una disminucion o inactivacidn de la percepcién del
dolor. Estudios recientes de los circuitos nociceptivos del asta dorsal se han centrado en gran medida en
el dolor persistente debido a su alta prevalencia y a la necesidad de mejores opciones de tratamiento

(Miller y Pereda, 2017).
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Figura 8.- Modulacion. Este procedimiento se lleva a cabo en la médula espinal. Al entender este proceso es posible
aplicar diversos métodos para aliviar el dolor, segun el tipo y origen del dolor (AAFP, 2017).

Finalmente, la percepcion es la etapa final del proceso de sefializacién del dolor por el cual la
actividad neuronal en la via de transmisién somatosensorial da como resultado una sensacion subjetiva
de dolor. Este proceso es resultado de la activacién concertada de cortezas somatosensoriales y limbicas,

tanto primarias como secundarias (Fig. 7) (Srinivasa et al., 2005; Nghia, 2013).



13

1.2.5 Analgesia

Del griego an-(‘carencia, negacion’) y aAyoc (/algos/, ‘dolor’) es la ausencia del dolor como resultado
de la modulacidén nociceptiva. En otras palabras, es el fdrmaco cuya actividad es mitigar, reducir o eliminar
el dolor (Ison et al, 2016). La organizacion mundial de la salud (OMS) disefi6 una escalera analgésica, como

método de seleccién de farmacos para el tratamiento del dolor (Fig. 9).

Severo
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Figura 9.- Escalera analgésica. Seleccién de farmacos analgésicos como tratamientos del dolor (OMS, 2017).

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE), se utilizan como primer tratamiento en la escalera del
dolor, y también actian como analgésicos y antipiréticos (que disminuyen la fiebre). El mecanismo de
accion es la inhibicién de la enzima ciclooxigenasa, evitando la sintesis de prostaglandinas y tromboxanos
(Walters y Woessner, 2016). Los opiaceos acttian con diferentes receptores situados en el sistema nervioso

central y periférico, cuya funcion es regular la transmision nociceptiva (Plein y Rittner, 2017).

Los farmacos adyuvantes potencian los efectos analgésicos de opiaceos o AINEs, o bien
contrarrestando su efecto. Entre estos se encuentran los antidepresivos triciclicos, anticonvulsivos,

neurolépticos, ansioliticos, psicoestimulantes, antieméticos y corticoesteroides (Lopez et al., 2006).



14

1.2.6 Toxinas como nuevos tratamientos contra el dolor

Paradodjicamente, las moléculas encargadas de envenenar a los organismos se pueden utilizar como
nuevos tratamientos contra diversas enfermedades humanas y animales. El primer agente
antihipertensivo, basado en una toxina del veneno de la serpiente Bothrops jararaca es el Captopril®,
inhibe a la enzima convertidora de angiotensina. Esta molécula evita la conversion de la angiotensina | en
angiotensina Il y obstaculiza el efecto vasoconstrictor de esta ultima molécula, regulando asi la presion
arterial (Rebello-Horta et al., 2016). En la actualidad se comercializan diversos farmacos basados en toxinas
y el estudio de los venenos brinda una nueva oportunidad para desarrollar nuevos tratamientos a

numerosas enfermedades (Trapani et al., 2016).

En el 2004 se aprobd Prial® (Ziconotide) que es la forma sintética de una toxina de origen peptidico,
la w-conotoxina MVIIA purificada de Conus magus (Pope et al., 2017). El Ziconotide es un péptido
hidrofilico soluble en agua, que actua en los canales de calcio tipo N (Cav2.2) bloqueandolos
selectivamente. Esta accién inhibe la liberacion de neurotransmisores como el glutamato, el péptido
relacionado con el gen de la calcitonina y la sustancia P, tanto en médula espinal como en cerebro,
resultando en el alivio del dolor (Roca-Lapirot et al., 2017). En la tabla 2 se resumen otras toxinas de
alacranes, ranas, avispas, hormigas, anémonas, araias y caracoles marinos reportados como posibles

analgésicos.

Los farmacos peptidicos ofrecen oportunidades de disefio racional y especificidad ante el blanco
molecular (Sula et al., 2016). Aunado a esto tiene una produccién relativamente barata ($100/g) asi como
una tasa de éxito superior a la media en los ensayos clinicos (tasa de éxito del 26% para farmacos
peptidicos frente al 10% para todas las clases de farmacos) (Otvos, 2014; Otvos y Wade, 2014),

caracteristicas que se deben tomar en cuenta para el desarrollo de fdrmacos en el presente siglo.

El presente trabajo ofrece un aporte a la busqueda de una toxina proveniente de anémona que
module la respuesta nociceptiva; con efecto analgésico frente al dolor y que muestra efectos secundarios

minimos o reducidos. A continuacion se describen generalidades de la biologia de las anémonas.



15
Tabla 2.- Toxinas peptidicas con actividad analgésica (Tomado y modificado de Rajendra et al., 2004).
Fuente Péptido Actividad
Bmk ITAP Insecticida y analgésico.
Depresor neurotoxico,
Bmk dITAP3 antihiperalgesia periférica,

antinociceptivo.

Veneno de alacranes Antihiperalgesia periférica,
Bmk AS
antinociceptivo.
Bmk AS1 Antinociceptivo potente.
Bmk AGAP Péptido analgésico antitumoral
Bmk Ang P1 Analgésico
Epibatidina Antinociceptivo colinérgico
Secrecion de piel de rana Agonista de receptores p
Dermorfina

opioides

Antinociceptor bloqueador de
m-Agatoxina IVA
canales de calcio tipo P

Veneno de araiias Inhibidor de receptores no-
Jorotoxina
NMDA
Psalmotoxina 1 Bloqueadores de canales ASIC
m-Conotoxina MVIIA Inhibidor selectivo de canales de
m-Conotoxina GVIA calcio tipo N
Conantokina G Inhibidor selectivo de N2RB
Veneno de caracoles marinos Conantokina T Inhibidor de N2RA y N2RB
Mr10A Antinociceptivo potente

Pertenece a la familia de las
Contulankina G
neurotensinas

1.2.7 Phylum Cnidaria

Del griego kuldn, knide-ortiga que denota a urticante; y del latin arium-que pertenece a; esta
denominacién se designa por poseer células urticantes denominadas cnidocitos. Los Cnidarios conforman
un filo diverso con un estimado de 10, 000 especies acudticas, predominantemente marinas (Collins et al.,

2006). La clasificacion de estos organismos se determind con base en la secuenciacidon del genoma
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mitocondrial. El resultado es un clado ancestral con DNA mitocondrial circular: la clase Anthozoa; a

diferencia del clado Medusozoa que presenta DNA mitocondrial lineal (Fig. 10) (Kayal et al., 2013).
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Figura 10. Clasificacién del filo Cnidaria. Arbol filogenético del Phylum Cnidaria, donde se muestra el ancestro comun
del que derivan los clados recientes: Anthozoa (anémonas y corales) y Medusozoa (medusas). Tomado de Kayal et
al., 2013.

El bauplan de estos animales se caracteriza por tener una simetria radial con un eje heteropolar,
o dicho en otras palabras, que es distinto en sus dos extremos. Por una parte destaca el lado oral y en su
contraparte el lado aboral. Son animales diblasticos, ya que durante su organogénesis se diferencian dos
capas celulares: el ectodermo como la capa externa y el endodermo como formadora de drganos (Kohel,
1977), ambos tejidos separados por la matriz extracelular llamada mesoglea o mesohilo (Fig. 11) (Ruppert
et al., 2008). Son animales depredadores, empero, ciertas especies son necrofagas y una minoria esta en
simbiosis obligada con Zooclorelas o algas verdes y Zooxantelas, un grupo de microorganismos amarillos
(patron de coloracién marrén-dorado) de los cuales, destacan dinoflagelados, diatomeas y protistas (Bates
et al., 2010). Dicha simbiosis resulta en un sistema cromatéforo (Schlichter, Webber y Fricke, 1985) cuya

funcién en la anémona es responder ante cambios de luz (Pearse, 1974) (Fig. 11).



17

Endodermo Mesu?glea

Ectodermo

Celliar

__-:!//%-. e : - ." " nterstici

MNeuronas

>
i MNematocito
A i
/ Cilio [ o !
x e o
BV H ulas epiteliales
Gilandula A todeérmicas
x\“« _Células madre

w
m
(]

endngdérmicas = b
Mg s Ly 4 Neurona
\"x. ; ;
sensoria
Ly
g
/ <|Ll'l:l.|
i Wtisculo
Mdstulo T
anillar ongitudina

Figura 11. Bauplan de Cnidarios. Representacion de las dos capas dérmicas y la mesoglea de una anémona del género
Anthopleura. Imagen del autor.

El cnidocito o nematocito es una célula Unica, altamente especializada tanto para la depredacién,
como la locomocién o defensa. Esta presente en todos los miembros del filo Cnidaria; y se encuentra
localizada en los tentaculos de estos organismos. El nematocisto es el producto de un proceso complejo
de secrecién, contenido dentro de una vesicula post-Golgi en el citoplasma de los cnidocitos (Beckmann y
Ozbek, 2012) (Fig. 12). En un organismo juvenil del género Hidra con 100,000 células totales, de las cuales
25,000 son cnidocitos y 40,000 se encuentran en proceso de diferenciacion. Por esta razén, los cnidarios
invierten una gran parte de su energia en el mantenimiento de su repertorio de cnidocitos, los cuales se

renuevan constantemente (David, 2012).

Los cnidocitos derivan de las células madre intersticiales que sufren hasta cinco pasos de mitosis,
resultando en nidos de desarrollo de cnidocitos llamados nematoblastos (David y Challoner, 1974). El
desarrollo de los cnidocitos tiene lugar en el cuerpo columnar de la anémona. Cuando los cnidocitos
maduran, migran hacia los tentaculos donde se incorporan entre las células ectodermales (Bode y David,
1978). Después de la maduracion, el biopolimero poli-y-glutamato y cationes asociados se incorporan en
la cdpsula; esta encapsulacidn se realiza bajo una presién osmdtica extrema de 150 bares (1.5x107 Pa), lo

gue hace posible su descarga (Tardent, 1995; Weber, 1990).
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Figura 12.- Morfogénesis del cnidocito. Tomado de Beckmann y Ozbek, 2012.

La cdpsula del cnidocito es una barrera semipermeable, entre el citoplasma y el fluido del
cnidocito. El fluido del cnidocito es rico en calcio (500-600 mM/kg peso seco de anémona) en contraste
con el citoplasma celular que es rico en potasio y pobre en calcio (Lubbock et al., 1981). La descarga
coordinada de los cnidocitos es el resultado del contacto de las células sensoriales con el depredador o la
presa, y es regulada por la luz, mediante el fotosistema mediado por opsina (Plachetzki et al., 2012).
Durante la descarga, el calcio se pierde rapidamente del fluido lo que aumenta la presiéon osmdtica, al
mismo tiempo el agua marina entra a la cdpsula incrementando la presion hidrostatica hasta que explota
el cnidocito (Lubbock et al., 1981). Este proceso de descarga es uno de los eventos mas rapidos conocidos
en el reino animal y genera una aceleracién de mdas de 5x10° g (Nuchter et al., 2006); ademds, este proceso

va acompanado por la liberacidn de toxinas en el tejido de un organismo presa (Ozbek et al., 2009).

Dependiendo del blanco molecular que tengan las toxinas de anémonas es como se clasifican dentro

de las cuatro grandes familias que actualmente se reportan en la tabla 3.

Tabla 3.- Clasificacion actual de las toxinas de anémonas.

46 - 51 aa 27-32 aa 79 aa
1- 3 enlaces disulfuro 3s-S 1-45-S
Nav2+ KV2+ Nav2+
ATX - | Cp-1 BDS-1I Calitoxina — AcPLA2 Equinatoxinas
AETX -1 Ca-1 APET | UcPLA2 Esticolisinas
Ae -1 Rm -1 AXPI Calitoxina - Proteina Urticianotoxina
Antopleurina C Rc—1 Bgk ] cationica Tenebrosina
APE -1 Hhx HC1 A2 Bandaporina
AFT -1 Rp-1I Metridina
Hk - 16 Rp-1i Hmk
Bc— 11 Sh-1 SHP -1
Cangitoxina Gigantoxina Il Bcg - 1Nl
Bg -l Bc-V
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La funcién bioldgica de estas moléculas en la presa, es basicamente, la modulacién de los canales de
sodio neuronales, que retrasa el potencial de accidn en la membrana, causa paralisis contractil y la muerte
en ultima instancia (Norton et al., 1981; Woodward et al., 1990; Robichaud et al., 1994; Rodriguez et al.,

2014). Hasta el momento no hay trabajos que evallen la actividad nociceptiva del veneno de la anémona.

1.2.8 Clase Anthozoa

Del griego avBog anthos-flor y {wov zoon-animal, que contiene a las subclases Octocoralia y
Hexacoralia, con un total de 6, 000 especies descritas. De estructura tubular, un eje boral — aboral, unida
al sustrato. La zona boral esta rodeada de tentaculos (Frazdo et al., 2012). El ciclo de vida esta clase se
resume en su fase adulta o pdlipo que produce gametos y que consta en un tubo cerrado por el peduinculo
por el lado aboral y se encuentra sujeto al sustrato, mientras que el lado oral posee una boca rodeada de
tentaculos. Los gametos se liberan hacia el medio marino y, por ende, ocurre una fecundacidn externa. El
huevo fecundado se desarrolla en una tercera etapa, llamada planula o estadio larvario. La planula madura
y se metamorfiza en un pdlipo joven, que con el tiempo, se vuelve adulto cerrando asi el ciclo de vida (Fig.

13) (Frazao et al., 2012).

Otra forma de reproduccion que presentan estos organismos es la asexual o partenogénica (Lively
and Johnson, 1994), esto es debido a la alta tasa de regeneracién epimérfica (restauracién de érganos
perdidos) o por embriogénesis somatica, donde los érganos vuelven a desarrollarse (Tokin, 1959; Leclere
y Rottinger, 2017). Esta regeneracidén ocurre por fisidn transversal, fisién longitudinal o por laceracién

pedal (Fig. 12) (Bocharova y Kozevich, 2011).



20

Transverse
constriction

™

Developing Epidcrmislof l
| | e woungegesr g

Ve

| Planula 7
Adult Stage (e

Sea Anemone

I
Young
‘. Seaanemone polyp
R N a
LAl
| F . h Polyp
-,\__\_\_‘_‘_'_'_’_'__,/

Figura 13.- Estrategias de sobrevivencia del género Anthopleura. Tipos de reproduccidén sexual y asexual en
anémonas de la clase Anthozoa. A- C) Formas de reproduccién asexual. D). Ciclo de vida que implica la reproduccion
sexual. Imagen del autor.

1.2.9 La anémona gigante verde

La anémona gigante verde o Anthopleura xanthogrammica (Brand, 1835) se encuentra distribuida

principalmente a lo largo de la costa oeste de América del Norte y Central; desde Alaska hacia el sur hasta
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Panama. Sin embargo, también se han encontrado en la Bahia de Hudson, en Canad4, asi como en la costa
oriental de Rusia (Rodriguez et al., 2014). Se encuentran en las marismas y zonas intermareales a lo largo
de las costas rocosas, a profundidades de hasta 15 m. Por lo general se ven unidas al sustrato (incluyendo
las estructuras hechas por el hombre, tales como pilotes de hormigdn) en lugares con aguas frias y con
alta actividad de olas (Sebens, 1984). En cautiverio, se sabe que prosperan a temperaturas del agua 15 —

22°C (Daly y den Hartog, 2004).

Presentan cuerpos columnares o en forma de tubo, cubierto con una tapa redonda que lleva una
corona de numerosos tentaculos. El didmetro de la columna puede ser de hasta 17 cm (corona tentacular
hasta 25 cm) y puede llegar a los 30 cm de longitud. La corona tentacular tiene al menos 6 anillos de
tentaculos con una boca en el centro (Fig. 14) (Daly y den Hartog, 2004). Cada tentaculo contiene a los
nematocistos. Existen otros tentaculos especializados alrededor de la corona llamados acrorhagi, quienes

también poseen cnidocitos y responden principalmente a estimulos de agresidn (Bigger, 1978; Macrander

et al., 2015).

Figura 14.- Anthopleura xanthogrammica. A) En condiciones normales; B) Con marea baja. Fotografias tomadas en
la zona de muestreo en Ensenada, Baja California, México.

Las anémonas tienen un disco basal que se utiliza para fijarse al sustrato, que por lo general suele
ser una roca o un coral. Una vez unido al sustrato, por lo general son sésiles; sin embargo, una anémona
puede usar su pie para que se traslade a una nueva ubicacidn, si las condiciones no son aptas para la

supervivencia (Rodriguez et al., 2014). La columna es de color verde oscuro a marrén, con tubérculos
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irregulares en la superficie. El disco y los tentaculos son de color verdeazul, dependiendo de la cantidad
de luz solar que recibe la anémona; esto es debido a que la anémona tiene algas simbiontes que viven
dentro de sus tejidos. Cuando la luz solar es abundante, las algas producen un color verde brillante

(Schlichter et al., 1985).

El desove de esta especie parece ser desencadenado por temperaturas calidas, liberando los
gametos por la noche. La reproduccidn se produce a través de la fertilizacion externa. Las hembras liberan
miles de huevos a la vez. Los machos liberan el esperma, que se dispersa rapidamente. Una anémona
comienza su vida cuando un dvulo se fertiliza externamente en el agua. Los évulos son esféricos, 175- 225
micras de didmetro, de color purpura, y cubierto de espinas, mientras que los espermatozoides son de 2-
3 micras de largo y 2 micras de didmetro, con colas de 50 micras de longitud (Siebert Jr, 1974; Sebens,

1981).

La division de la célula comienza tres horas después de la fertilizacién, el desarrollo continda a una
etapa planula en el que las larvas flotan libremente. Tienen la capacidad para dispersarse por largas
distancias y habitan nuevas ubicaciones lejos de sus organismos progenitores (Acufia et al., 2012). Durante
la etapa de planulas comen zooplancton, fitoplancton, e incluso otras larvas. Cada planula segrega un hilo
de moco; las particulas de alimentos se adhieran a este hilo y son atraidos por la boca para su ingesta. Una
vez que las larvas encuentran lugares adecuados, se fijan al sustrato y desarrollan su disco basal,
completando la metamorfosis hasta convertirse en adultos (Sebens, 1981; Bates et al., 2010). Su
longevidad en la naturaleza se ha estimado en 150 afios (Siebert, 1974). Hasta este momento no figuran
como especies amenazadas o en peligro de extincidon en cualquier agencia de conservacién (Klinkenberg,

2017; CONANP-BC, 2017).

Estas anémonas son carnivoras. Se alimentan principalmente de erizos de mar, mejillones,
cangrejos y pequefos peces. Preferentemente, se asientan en bancos de mejillones para aumentar la
disponibilidad de alimentos (Russo, 1984). Una vez que la presa esta a su alcance, una anémona extiende
sus tentdculos y paraliza a su presa usando los nematocistos en sus tentaculos. A continuacidn, utiliza sus
tentaculos para llevar comida a la boca (Leclére y Rottinger, 2017). Poseen un intestino incompleto, una
vez que se traga la comida que entra en la cavidad gastrovascular, se digiere y a continuacion los productos
de desecho viajan de regreso. Debido a que esta es una anémona de agua fria, tiene un metabolismo
relativamente lento, por lo que requiere alimentarse sélo una o dos veces al mes (Daly, 2004). Estas
anémonas tienen algas fotosintéticas y dinoflagelados que viven en sus intestinos, de donde obtienen una

nutricion adicional (Bates et al., 2010); asi como responder al estrés por luz (Dimond et al., 2012).
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Los depredadores comunes de esta anémona son arafias de mar que se alimentan de la columna

central de una anémona; los caracoles de mar que se alimentan tanto de la columna como de los
tentaculos. Otros depredadores naturales son cangrejos, estrellas de mar y nudibranquios (Frazao et al.,

2012).

La importancia econdmica positiva es el veneno de los nematocistos ya que ha demostrado ser muy
util en el desarrollo de farmacos como estimulantes cardiacos; estas toxinas fortalecen las contracciones
del corazdn, sin alterar su ritmo (Norton, 2006). No se han descrito efectos adversos en los seres humanos

y otros vertebrados (Robitaille et al., 1993).

Existen reportes de toxinas purificadas de Anthopleura xanthogrammica. El primer reporte, de
Norton y colaboradores en 1976, describe el aislamiento de dos toxinas de origen peptidico cardiotdnicas
llamadas Antopleurina A y Antopleurina B. En la década siguiente, se aislaron y caracterizaron AX1 y AX2,
también moléculas peptidicas, cuyo blanco molecular se asigna a los canales de sodio presentes en
sinaptosomas (terminales nerviosas de neuronas) en cerebro de rata, asi como en células de
neuroblastoma; ademas se caracterizd su LDsg tanto en ratdn como en cangrejo (Schweitz et al., 1981). En
1997 se aislaron AXPI-I y AXPI-II, dos inhibidores de proteasas (Minagawa et al, 1997). A inicios del siglo
XXI, se aislé Antopleurina-Q con efectos en canales de sodio, evaluado en axones gigantes de cangrejo de
rio (Li-Ying et al., 2001). El ultimo trabajo reportado sobre esta especie versa sobre el estudio de los
tentaculos acrorhagi, de donde se aisld AXAPI-I nuevo miembro de la familia de inhibidores de proteasas
tipo Kunitz (Minagawa et al., 2008). Aunque las toxinas antes mencionadas actian en canales de calcio,

no se han probado en modelos de dolor.
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1.3 Justificacion

El dolor crénico es un problema a nivel mundial en salud publica. A pesar de los esfuerzos en
investigacion y desarrollo de farmacos contra el dolor crénico, no se ha podido resolver la deficiente

eficacia, los efectos secundarios, ni las contraindicaciones medicamentosas que presentan.

Las toxinas de animales venenosos han dado buenos resultados en el disefio y desarrollo de
farmacos. Tal es el éxito, que actualmente, se venden mas de una decena de farmacos basados en toxinas

de animales como tratamiento de diversas enfermedades.

Por lo tanto, el coadyuvar en el estudio, aislamiento y caracterizacién de toxinas con actividad
analgésica es de suma importancia, ya que las moléculas aisladas hasta el momento son muy especificas,

no causan adiccion y los efectos secundarios son minimos o reducidos.

1.4 Hipotesis

Existe al menos un componente de naturaleza peptidica en el veneno de Anthopleura xanthogrammica

qgue modula la respuesta nociceptiva.

1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo general

v" Contribuir en la caracterizacion bioquimica del veneno de Anthopleura xanthogrammica,

identificando aquellas toxinas que modulen la respuesta nociceptiva.

1.5.2. Objetivos especificos

v Caracterizar cromatograficamente las toxinas de Anthopleura xanthogrammica.
v" Determinar el efecto analgésico de las toxinas en un modelo murino.

v’ Caracterizar bioquimicamente la toxina que resulte con un efecto analgésico significativo.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Obtencion y purificacion de la muestra

2.1.1 Colectay extraccion del veneno total

Se realizd una colecta de ejemplares de anémonas en la zona intermareal del kildbmetro 100 de la
Carretera Tijuana-Ensenada zona El Sauzal, en Baja California, cominmente conocida como playa 3 M’s
(31°53'51.3”N, 116°42°47.5”"W). Los organismos se transportaron al laboratorio vivos, sumergidos en agua

de mar. En el laboratorio se enjuagaron con agua corriente para eliminar restos de conchas y sedimento.

Se registro el peso de los organismos que se colectaron (peso himedo) en una balanza Metler
E2000. Posteriormente, se colocaron en un matraz con un litro de etanol al 30% por cada kilogramo
obtenido durante 24 horas a 4 °C. Transcurrido el tiempo, se recuperd el sobrenadante, se filtrd y
centrifugé a 4,500 xg a 4 °C durante 10 minutos. El sobrenadante se recuperé en tubos de 50 ml
previamente pesados, obteniendo alicuotas para congelar a -80 °C. Estas alicuotas fueron liofilizadas y
almacenadas a 4 °C. Después, las muestras se dializaron en una membrana SnakeSkin Dialysis Tubing® de
3500 MWCO (22mm x 35 feet dry diameter) (Thermo Scientific®) con tres litros de agua destilada para
eliminar el exceso de sal; se realizaron tres cambios de agua cada tres horas. Como Ultimo paso se recuperd

el contenido de la membrana, se liofilizé y almacend a 4 °C hasta su uso posterior.

2.1.2 Separacion de toxinas mediante cromatografia de exclusion molecular

La purificaciéon de veneno total dializado se llevd a cabo mediante cromatografia de exclusion
molecular. Se realizd el proceso de separacién del veneno a 4 °C en cuarto frio con temperatura
controlada. Se empled una columna de exclusidon molecular (50 x 1 cm de tamafo) empacada con Bio-Gel
P-100 (45—90 um wet bead size; 5,000—-100,000 MW) (Bio-Rad®) hidratada con acetato de amonio 20 mM
a pH 4.7. Una vez hidratada, se vertid la resina en una columna detenida sobre un soporte universal con
la llave de la columna abierta para dejar pasar la solucion a un flujo de 3 ml/h a presién atmosférica, se
dejé compactar la resina y se mantuvo el flujo, hasta dejar una distancia de 1% del total del tamafio de la

columna entre la cama de resina y la cabeza de la columna; para este trabajo la distancia fue de 5 cm.
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Posteriormente se equilibré el pH de la columna, haciendo pasar el flujo de acetato de amonio 20

mM a pH 4.7 el tiempo necesario para que el pH de entrada a la columna y el pH de salida de la columna
fueran similares, en un tiempo estimado de 36 horas. Se pesaron 250 mg de veneno total y se re-
suspendieron en 1.5 ml de acetato de amonio 20 mM pH 4.7. Se centrifugd por cinco minutos a 4500 rpm
a 4 °C; se recuperé el sobrenadante mismo que se aplico directamente en la columna con ayuda de una
pipeta de plastico. Se activo el flujo de acetato de amonio para que la muestra comenzara a fluir por la

columna y comenzar la colecta.

Las fracciones obtenidas se colectaron en tubos de 15 ml cada 30 minutos a flujo de 3 ml/h. Al
terminar la separacién, a cada fraccién obtenida se determind la absorbancia A280 nm en un
espectrofotdmetro (Thermo Scientific NanoDrop Lite®) para obtener la concentracion total. Al término de
la cuantificacién, las muestras se congelaron a -80 °C para su liofilizacién posterior. Por ultimo, las
fracciones fueron almacenadas a 4 °C para ser sometidas a un ensayo in vivo para determinar la fraccién

de interés con actividad analgésica.

El procedimiento para nombrar las fracciones obtenidas fué el siguiente. Primero se da el ejemplo

y con base en este se describe cada componente:

Ax3.6.14.1

Donde:

e Ax por la abreviacién del nombre cientifico de la especie Anthopleura xanthogrammica

e El 3 corresponde a la fraccién obtenida por exclusién molecular. Esta numeracion es
sucesiva y cada procedimiento de purificacion ser vera reflejado por un punto.

e El 6 eslafraccidn obtenida por la purificacion de cromatografia liquida de la fraccion tres
obtenida en el primer paso de purificacién.

e El 14 es la subfraccion obtenida de la purificacién de la fraccion Ax3.6 mediante
cromatografia liquida.

e Elldelaizquierdaes el pico obtenido por el proceso de cromatografia liquida de Ax3.6.14.
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2.1.3 Cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC)

Las fracciones que se obtuvieron por cromatografia de exclusion molecular y que presentaron
actividad analgésica se sometieron a otra separacidon cromatografica, utilizando un cromatégrafo LC
System 1220 de Agilent Technologies. Para esta separacién se empled una columna Zorbax C18, la cual se
equilibré con solucidn A (99.88% H20 + 0.12% acido trifluoroacético (TFA) (ver anexo 1) durante 30 min.
Se utilizé un método de separacion con gradiente de elucién de 0 a 60% de solucién B (99.9% acetonitrilo
(ACN) + 0.1% TFA) (ver anexo 1) en 60 minutos. Se re-suspendié la mezcla liofilizada y previamente pesada
(aproximadamente 5 mg), en un volumen de 5 ml de solucién A, de modo que en cada aplicacién se

inyectaron 200 pg/200 pL de la solucion.

El material purificado se colectd en fracciones de 5 minutos en tubos de 15 ml estériles. Al término
de cada separacion se lavd la columna con solucién B al 100% por 15 minutos. Las fracciones de cinco
minutos obtenidas de cada separacidon se congelaron a -80 °C para su liofilizacién posterior. Las corridas
obtenidas se concentraron obteniendo un pool de la misma fraccidén en diferentes corridas. Cada pool se
liofilizd y almacend a 4°C hasta su nueva evaluacién in vivo, siguiendo el protocolo descrito en el punto

2.2.1.

2.1.4 RP-HPLC con buffer de fosfatos como solucion A

Se sustituyo el agua adicionada con 0.12% de acido trifluoroacético (TFA) por un buffer de fosfatos
de pH basico (ver anexo 1). Posterior a la preparacién del buffer se utilizé un filtro para jeringa (20 g)
CORNING® y se pasd el buffer, con el fin de eliminar cualquier particula presente en el liquido. Se utilizd
una columna Zorbax Bio-HPLC SB300 C18 dptima para pH basico. Este trabajo de purificacién se realizé en
el laboratorio de FICOTOX en CICESE, debido a que el laboratorio cuenta con un cromatdgrafo con arreglo
de diodos, util en la identificacidn del rango de UV donde se detecta la mejor resolucién en la separacion

de los componentes analizados.
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2.1.5 RP-HPLC con metanol como solvente organico

Se sustituyod el solvente organico Acetonitrilo (ACN) por metanol. Para realizar este procedimiento
se utilizd una columna Varian C18 en el equipo Agilent 1220 System®. Se realizé un método isocratico a

22.5 % de solucion B para separar los componentes de Ax3.6.14 (Tabla 3).

2.1.6 Purificacion de la fraccion Ax3.6.14.1 reducida y alquilada mediante RP-HPLC

La fraccion Ax3.6.14.1 se redujo y alquilé de la siguiente manera: a 17 ug de muestra se re-
suspendié en 17 pl de bicarbonato de amonio 250 mM, 6 uL de dithiothreitol (DTT) 100 mM y se incubd
la muestra por una hora a 37 °C. Transcurrido el tiempo, la muestra se dejo a temperatura ambiente. Se
le agregd 12 uL de iodoacetamida (IAA) 100 mM vy se dejé incubar por una hora a temperatura ambiente

en obscuridad. Al finiquitar el procedimiento, la muestra se congeld y liofilizé.

Posteriormente se procedié a la purificacion mediante RP-HPLC con un método de gradiente suave
de 0-40% B en 60 minutos, a un flujo de 0.5 ml/min. Las fracciones que se obtuvieron se congelaron y

liofilizaron. Finalmente estas muestras se analizaron por espectrometria de masas.

2.2 Ensayos biolagicos

Se utilizaron ratones de cepa CD1 que se obtuvieron de Harlan Laboratories®. Se monitored el
peso para no rebasar los 20 + 2 gramos. Los ratones se colocaron en jaulas con alimento y agua ad libitum,
ademads de cama de limadura de madera, con un nimero no mayor a cinco individuos por caja. Las cajas
se almacenaron en un dispensador Opti-Mice®, todo en un cuarto a temperatura controlada a 23 °Cy un

periodo de luz-oscuridad de 12 horas.
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2.2.1 Prueba de la superficie caliente (Hot plate test)

Los ratones se aclimataron en un cuarto de pruebas por 30 minutos. Se empled un dispositivo de
superficie caliente Hot Plate (Columbus Instruments) el cual se calentd a 55 °C. Se prepararon las dosis de
las fracciones ya liofilizadas, obtenidas por exclusion molecular, asi como Nalbufina® 4 pg /g de ratén como
control positivo y 200 pL PBS 1X (Para el método de preparacién ver Anexo 1) como control negativo. Para
las fracciones a evaluar se utilizaron las siguientes tres dosis (0.1 pg/g ratén, 0.5 pg/g ratény 1.5 pg/g

ratén).

Al término del tiempo de aclimatacidn, se inyectaron 200 pL totales por via intraperitoneal (IP) a
cada ratén, segun el tratamiento o control, dejando un lapso de un minuto entre cada individuo y

marcando la cola de los mismos para tener un registro del experimento.

Se analizé la latencia sobre la superficie caliente, transcurridos 30 y 45 min post-inyeccién de cada
raton. Al finalizar el experimento, se analizdé con la metodologia estadistica respectiva. Los estimulos

visibles de dolor en el ratdn que se evaluaron son:

1) lame una de sus patas,

2) sacude sus extremidades posteriores,

3) salta sobre la superficie caliente,

4) hasta que el tiempo limite fuera alcanzado (el tiempo de corte fué de 30 segundos, evitando asi

el riesgo de dafio tisular en las extremidades) (Bannon, 1998).

2.3 Analisis estadistico

Para los resultados obtenidos, se calcularon los siguientes parametros estadisticos: media,
desviacion estandar, error estandar, indice de confianza. Posteriormente, se realizé una ANOVA de una

via y posteriormente una prueba de menor diferencia significativa de Fisher (Fisher’s LSD test) para
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comparaciones multiples (a=0.05 n=4). Los andlisis se realizaron con el programa GraphPad Prism®

(versiéon 7).

2.4 Caracterizacion bioquimica de la toxina de interés

2.4.1 Determinacion del peso molecular por espectrometria de masas

La concentracidn final analizada fue de 1 pg/ puL de agua ultra pura milli-Q. La columna se equilibré
con una solucién acuosa con 0.1 % de acido formico (FA). Posteriormente se corrié el estandar de albumina
de origen humano (HSA), se inyectaron 2 pL [50 pmol/ pL] y se identificaron los péptidos correspondientes
al estandar. Finalmente se inyectaron 2 plL de cada muestra en nanoHPLC (Ekspert nano LC 425) acoplado
a un espectrometro de masas (AB SCIEX Triple TOF 5600*). Se realizaron otros dos procedimientos, el
primer procedimiento fue tratar las muestras con tripsina, mientras que el otro procedimiento fue la
reduccion y alquilacion de los péptidos (RCAM) para poder determinar los enlaces disulfuro presentes en

la secuencia de aminoacidos.

2.4.2 Identificacion de residuos de cisteinas

Para RCAM se tomé 1 plL de la muestra y se diluyé en 9 L de bicarbonato de amonio 50 mM. Se
le adiciond 0.5 pL de Ditiotreitol (DTT) 100mM. La muestra Se incub6 a 37 °C durante una hora. Terminado
el tiempo de incubacidn la muestra se acondiciond a temperatura ambiente. Posteriormente se le adiciond
1 uL de IAA 100 mM. Se dejé incubar a temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 minutos.
Finalmente se acidificé con 2 uL de solucién de acido férmico (FA) al 10%. Posteriormente se inyectd al

espectrometro de masas.
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Purificacion del veneno y ensayos in vivo

En este capitulo se mezclaron los procedimientos realizados para facilitar la comprensién al lector.
La estructura es la siguiente: se realizd un ensayo in vivo por cada purificacién realizada para determinar
que fracciéon era la correspondiente a un efecto analgésico significativo. Finalmente se caracterizo

parcialmente el componente de interés.

3.1.1 Colectay extraccion del veneno total

Se realizaron dos colectas. La primera colecta se realizd el 2 de enero del 2015. Se colectaron 46
organismos con un peso total himedo de 2.357 kg. Se procedid a la extraccion etandlica por 24 horas.
Después se filtro la solucidn y se recuperd el sobrenadante en tubos de 50 ml de capacidad; se obtuvieron
15.5607 gramos de veneno total, el cual se centrifugd y almacend a -80 °C para su posterior liofilizacion.
Se re-suspendieron cada uno de los tubos en 15 ml de agua destilada y se colocaron en membranas de
didlisis para eliminar las sales. Se realizaron tres cambios de agua cada tres horas. Al finalizar, se vertio el
contenido de las membranas en sus tubos correspondientes; se congelaron, liofilizaron y se almacenaron
a 4°C. Se volvié a comparar los pesos, obteniendo un total de 2.2908 gramos de veneno total dializado

(Tabla 4).
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Tabla 4.- Registro de diferencia de peso para cada tubo obtenido de la primera colecta.

Cantidad obtenida de Cantidad obtenida de
Numero de tubo

veneno total (g) veneno total dializado (g)

1.7452

2.2547 0.1187
2.2033 0.1439
1.4418 0.3165
2.904 0.2170
2.6354 0.9052
15.5607 2.2908

En la segunda colecta realizada el 17 de octubre del 2016, se obtuvieron 58 organismos con un
peso total himedo de 1.494 kg. Se realizd el mismo protocolo y se obtuvieron 11.4182 gramos de veneno

total y 1.9438 gramos de veneno total dializado (tabla 5).

Tabla 5.- Registro de diferencia de peso para cada tubo obtenido de la segunda colecta.

Cantidad obtenida de Cantidad obtenida de
Numero de tubo
veneno total (g) veneno total (g)

1.9901

2.2111 0.5140
3.0158 0.6199
4.2003 0.5898

11.4182 1.9438
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3.1.2 Separacion de las toxinas mediante cromatografia de exclusién molecular

Se realizaron 15 corridas de exclusion molecular a temperatura de 4 °C. Se inyectaron 250
miligramos de veneno total a cada columna y se recuperaron en tubos de 15 ml cada 30 minutos. Al
finiquitar la purificacién, se leyd la absorbancia de cada tubo a 280 nm, con el propésito de obtener un
cromatograma para cada corrida de exclusion molecular realizada. Por otra parte, se realizoé el célculo del
porcentaje de recuperacién con el fin de llevar un registro de la pérdida del material durante el

procedimiento (Tabla 6).

Tabla 6.- Registro de cantidades obtenidas por exclusion molecular. Las unidades registradas son en miligramos (mg).

Exclusion % de
Ax1 Ax2 Ax3 Ax4 Total [inyectada]
molecular rendimiento

1

46.425  15.585 100.8 209.755 0.83902

0.814712

203.678

50.421 30.71 69.802 218.735 250 0.87494

60.42 38.783  70.458 233.426 250 0.933704

O 0O N O U Ao W N

3.423 75.453 5.25 239.4 250 0.9576

[
(=}

155.274

[y
[y

74.954  25.157  37.499 236.28 250 0.94512

=
w N

14 57.783 19.459  81.851 220.726 250 0.882904
15

Total 1203.4175 786.318 657.545 770.381 3417.6615 3815 0.89584836

Al obtener el cromatograma se procedid a identificar y separar en cuatro fracciones, para poder
nombrar a cada fraccién (Ax1, Ax2, Ax3 y Ax4) como se puede observar en la figura 15 y tener una
nomenclatura establecida para este trabajo. El nombre estd compuesto de la siguiente manera: Ax por el

nombre del organismo Anthopleura xanthogrammica, seguida de un niumero ardbigo que corresponde a



34
la fraccion de exclusidon molecular, otro nimero arabigo que denota la sub-fraccidon de cinco minutos y
finalmente otro ndmero ardbigo que denota la fraccidn individual colectada de RP-HPLC (Para mayor

detalle revisar el apartado 2.1.2 de este trabajo escrito).
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Figura 15.- Cromatograma de exclusién molecular. Se indican las cuatro fracciones obtenidas (Ax1-Ax4).

3.1.3 Hot plate test para cada fraccion de exclusién molecular

La naturaleza de este ensayo fué de tipo exploratorio para identificar qué fraccion de veneno total
muestra un efecto analgésico y continuar con la purificacién y caracterizacidén de los componentes. Por lo

tanto, se utilizé un ratén por fraccién.

Las muestras se resuspendieron 1:1 en PBS 1X; se prepararon las dosis correspondientes a 4 pg/g
de ratén; todas las dosis se inyectaron en 200 L de PBS 1X. Las latencias se registraron en una hoja de
datos (Anexo 2) y posteriormente se realizdé el andlisis estadistico correspondiente. Los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 7, asi como el grafico obtenido (Fig. 16). Se anotaron las observaciones
en el comportamiento del ratén posterior al tratamiento. Estas observaciones son muy importantes al

momento de la interpretacion de los resultados.
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Tabla 7.- Registro de latencias para las cuatro fracciones obtenidas por exclusién molecular. N.E: no evaluada. n=1.

Latencia en Latencia en
Concentracion .
Muestra segundos segundos Observaciones

inyectada
(30 min) (45 min)

Actividad normal

165 ug 10.2 18.6 Actividad normal
Hiperactividad (20-25 min)

Sin coordinacidn (33-35 min)
198 ug 21.3 N.E. Convulsiones y paralisis de
extremidades (35- 38 min)

Muerte (39 min)

165 ug 10.9 16 Normal
Ausencia de heces, pupilas
Nalbufina® 160 pg 10.9 16
dilatadas, inactivo
200 pL 6 10 Normal
) 45 minutos
30 30 minutos 30+
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Figura 16.- Evaluacion del efecto analgésico de las fracciones de exclusion molecular. n = 1. LA fraccion Ax3 mostré
una latencia mayor al de Nalbufina® a los 30 minutos, corroborando el resultado de Guevara (2015). Sin embargo los
ratones sufrieron diversos efectos sistémicos, que concluyeron en una muerte antes de los 45 min. Por lo que no se
pudo evaluar la latencia. Estos datos fueron considerados para la purificacién de Ax3 para encontrar la molécula
bioactiva.
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3.1.4 RP-HPLC de la fraccion Ax3

De acuerdo a los resultados anteriores se decidio trabajar con Ax3. Esta fraccion se evalud
analiticamente por RP-HPLC. Se colectaron fracciones de 5 minutos en tubos de 15 ml. Se obtuvieron 14
fracciones. A cada fraccién se le nombré como Ax3.1 para el tubo 1, Ax3.2 para el tubo 2 y asi
sucesivamente. En la figura 16 se muestra el cromatograma obtenido, donde se sefialan las fracciones que

se colectaron cada cinco minutos.

Se realizaron 19 corridas por exclusién molecular. Al final se realizd un pool de cada una de las
fracciones para concentrar las muestras en un solo tubo, obteniendo un total de 11 sub-fracciones cuyas
cantidades se muestran en el anexo 4. En el cromatograma (Fig. 17) se muestran las 14 sub-fracciones
obtenidas de las cuales Ax3.12, Ax3.13 y Ax3.14 corresponden al lavado de la columna. Estas sub-

fracciones no se consideraron para el analisis posterior.

- 100
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1000

Absorbancia 230 nm
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Ax3 11
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43,14

Figura 17. Cromatograma de la fraccidon Ax3. Se muestran las 14 sub-fracciones obtenidas cada cinco minutos.

3.1.5 Hot plate test para cada sub-fraccion de RP-HPLC

Se evaluaron de la fraccidn Ax3.1 a la fraccién Ax3.11 para determinar que sub-fraccién promueve

analgesia a una dosis de 1.5, 3 y 4 ug por cada gramo de ratdn. Las latencias se registraron a los 30 y 45
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minutos posteriores a la inyeccidn de cada fraccidon. Cada evaluacién se cuadruplicé para tener una
muestra representativa y cuya significancia considerada fue de a= 0.5. Los datos se analizaron con el
programa GraphPad Prism® (Versidn 7) y los resultados graficos se muestran en las figuras 18 al 20 y los

datos numéricos se describen en el anexo 2.
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Figura 18.- Evaluacion del efecto analgésico de las subfracciones de Ax3. Se evalué la cantidad de 1.5 pug A) 30
minutos. Se muestran la media + SEM; n= 4. **: P=0.0086; ***: P=0.0008; ****: P= < 0.0001. B) 45 minutos de
latencia. Se muestran la media + SEM; n= 4. **: P=0.0018; ***: P=0.0004.
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Figura 19.- Evaluacion del efecto analgésico de las subfracciones de Ax3. Se evalud la cantidad de 3 pg. A) 30
minutos. Se muestran la media + SEM; n= 4. *: P=0.0270; ***: P=0.0005. B) 45 minutos de latencia. Se muestran la
media £ SEM; n= 4. *: P=0.0261; **: P=0.0053; ***: P=0.0002.
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Figura 20.- Evaluacion del efecto analgésico de las subfracciones de Ax3. Se evalud la cantidad de 4 pg. A) 30
minutos. Se muestran la media £ SEM; n= 4. **: P=0.0017. B) 45 minutos de latencia. Se muestran la media + SEM;

n=4.*: P=0.0131.

3.1.6 Re-purificacién de las fracciones Ax3.6, Ax3.9 y Ax3.10 mediante RP-HPLC

Se colectaron picos individuales para cada sub-fraccion y se describen en la tabla siete. Para Ax3.6
se obtuvieron 15 picos individuales, para Ax3.9 se obtuvieron siete picos individuales y para Ax3.10 se

obtuvieron 8 picos individuales (Figuras 21 - 23).
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Figura 21.- Cromatograma de la fraccion Ax3.6. Se consideraron las fracciones sefialadas con una flecha para su
evaluacion por hot plate test.
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Figura 22.- Cromatograma de la fraccién Ax3.9. Se consideraron las fracciones sefialadas con una flecha para su
evaluacion por hot plate test.
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Figura 23.- Cromatograma de la fraccidon Ax3.10. Se consideraron las fracciones sefaladas con una flecha para su
evaluacion por hot plate test.

3.1.7 Hot plate test para la fraccion Ax3.6

Se evaluaron las subfracciones indicadas en anexo 4 para determinar cual pico individual tiene un
efecto analgésico. Las latencias se registraron a los 30 y 45 minutos posteriores a la inyeccidon de cada
fraccion. Se decidid evaluar a 0.1 y 0.5 pg por gramo de ratén, es decir, una cantidad de un logaritmo

menor que en los resultados anteriores (3 y 4 ug por gramo de ratén). Cada evaluacién se cuadruplicé para
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tener una estadistica significativa. Los datos se analizaron con el programa GraphPad Prism® (Versién 7) y

los resultados se muestran en las figuras 24 y 25.
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Figura 24. Evaluacion del efecto analgésico de Ax3.6. La concentracion evaluada fue de 0.5 pg por gramo de ratoén.
A) Latencia evaluada alos 30 minutos. Se muestra la media + SEM. *: P=0.0242. B) Latencia evaluada a los 45 minutos.
Se muestran la media £ SEM. *: P=0.0135; ***: P=0.0010; ****: P<0.0001.
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Figura 25. Evaluacion del efecto analgésico de Ax3.6. La concentracion evaluada fue de 0.1 pg por gramo de ratén.
A) latencia evaluada a los 30 minutos. Se muestra la media + SEM. *: P=0.0109; ***: P=0.0004; ****: P<0.0001 B)
Latencia evaluada a los 45 minutos. Se muestran la media * SEM. **: P=0.0032; ***: P=0.0006; ****: P<0.0001.



3.1.8 Hot plate test para la fraccion Ax3.9 y Ax3.10

41

Se evaluaron las subfracciones que se indican en el anexo 4 para determinar cual pico individual

tiene un efecto analgésico. Las latencias se registraron a los 30 y 45 minutos posteriores a la inyeccidn de

cada fraccion. Se decidié evaluar a 0.1 y 0.5 ug por gramo de ratén, es decir, una cantidad de un logaritmo

menor que en los resultados anteriores (3 y 4 ug por gramo de ratén). Cada evaluacién se cuadruplicé para

tener una estadistica significativa. Los datos se analizaron con el programa GraphPad Prism® (Version 7) y

los resultados se muestran en las figuras 26 y 27.
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Figura 26. Evaluacion del efecto analgésico de Ax3.9 y Ax3.10. La concentracién evaluada fue de 0.5 pg por gramo
de ratdn. A) latencia evaluada a los 30 minutos. Se muestra la media £ SEM. **: P=0.0050; ****: P<0.0001. B) Latencia
evaluada a los 45 minutos. Se muestran la media £ SEM. **: P=0.0011; ****: P<0.0001.
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Figura 27. Evaluacion del efecto analgésico de Ax3.9 y Ax3.10. La concentracidn evaluada fue de 0.1 pg por gramo
de ratén. A) latencia evaluada a los 30 minutos. Se muestra la media + SEM. *: P=0.0051; **: P=0.0034; ****:
P=<0.0001. B) Latencia evaluada a los 45 minutos. Se muestran la media + SEM. *: P=0.0215; **: P=0.0032; ***: P=

0.0005.
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3.1.9 Re-purificacion de las fracciones de interés mediante RP-HPLC

Se decidié re-purificar mediante RP-HPLC las fracciones con mejor actividad para Ax3.6 que fueron

Ax3.6.2, Ax3.6.3 y Ax3.6.14 (Fig. 28). Las fracciones Ax3.9.9. y Ax3.9.11 se evaluaron directamente sin re-

purificarse, por solo observarse un solo componente.
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Figura 28.- Cromatogramas de repurificacion de las fracciones de interés. Del lado derecho el acercamiento para
observar cada sub-fraccién o pico obtenido. A) Ax3.6.2 con dos picos obtenidos B) Ax3.6.3 son tres sub-fracciones
obtenidas, C) Ax3.6.14 con tres sub-fracciones obtenidas. Lo que demuestra que hay contaminacién de otras

fracciones y no se ha obtenido una toxina pura.
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3.1.10 Hot plate test para las fracciones de interés biolégico

Se analizaron estas nuevas fracciones ultra-purificadas por el ensayo de hot plate inyectando 0.1

pg por gramo de ratdn. Se realizé un ensayo de cuatro ratones por fraccion (Fig. 29).
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Figura 29. Evaluacion del efecto analgésico de las sub-fracciones obtenidas. . La concentracion evaluada fue de 0.1
ug por gramo de raton. A) latencia evaluada a los 30 minutos. Se muestra la media + SEM. **: P=0.0051; ***: P=0.002;
**%*. P=<0.0001. B) Latencia evaluada a los 45 minutos. Se muestran la media + SEM. *: P=0.0231; **: P=0.0015;
**%*. P= <0.0001.

3.1.11 Implementaciéon de RP-HPLC con un buffer basico

Se realizd una ultra-purificacién de Ax3.6.3.2 mediante la implementacion por RP-HPLC utilizando
solventes basicos. Se sustituyd la solucidon A por un buffer de fosfatos (20 mM, pH=5) y la solucién B se
modificd, de tal forma que tuviera un 60% de buffer de fosfatos (20 mM, pH=5) y un 40% de acetonitrilo.

Se implementd la técnica en el laboratorio de FICOTOX del CICESE.

Se empled una columna Zorbax Bio-HPLC SB300 C18, se activé y equilibré la columna con 100% de
acetonitrilo por 10 minutos (o 10 veces el volumen de la columna), después 50% agua / 50% acetonitrilo
por 10 minutos y finalmente 50% agua / 50% Solucién A por 10 minutos. Paralelamente, se disefié el
método purificacién: 0-5 min: 0% B; 5-65 min 60%B. Las lecturas se realizaron a 230 y 280 nm, ademas se

controld la temperatura de inyeccion a 5°C y en la columna a 20°C. Se corrié un blanco con buffer de
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fosfatos. Se re-suspendio la muestra 53.0199 ug en 50 pl de buffer de fosfatos y se inyectd la muestra (Fig.

30).
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Figura 30.- Cromatograma de RP-HPLC con buffer de fosfatos. Arriba lectura a 230 nm, abajo lectura a 280 nm.
Gradiente 0-60% buffer de fosfatos 20 mM. Se observa una saturacién de componentes, lo que indica que no hay
una buena resolucién en la purificacion mediante este procedimiento.

3.1.12 Implementacion de RP-HPLC con cambio de solvente organico

También se realizd una sustitucidon del solvente orgdnico para determinar su eficiencia en la
separacion de los componentes presentes en Ax3.6.14.1. En las purificaciones anteriores se empled
acetonitrilo grado HPLC como solvente orgénico y se decidid sustituirlo por metanol grado HPLC. El
solvente organico cambio la separacion de los componentes, sin embargo, no mostro una eficiencia en la

separacion del analito (Fig. 31).
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Figura 31.- Cromatograma de RP-HPLC con metanol como solvente organico. Se inyectaron 50 ug de muestra y se
realizo la lectura a 230 nm. El método empleado fue un isocratico a 22.5% B en 40 min a un flujo de 0.5 ml/min.

3.1.13 Purificacion de la fraccion Ax3.6.14.1 reducida y alquilada mediante RP-HPLC

Se redujo y alquild el péptido para obtener sus componentes linealizados, para determinar si esta
contribuye en la purificacidn de los componentes de interés. Al obtener el cromatograma se observaron
dos picos (Fig. 32), que fueron recuperados, congelados, liofilizados y posteriormente analizados por

espectrometria de masas.
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Figura 32.- Cromatograma de Ax3.6.14.1 reducida y alquilada. Se inyectaron 190 ug de muestra y se realizé la lectura
a 230 nm. El método empleado fue un gradiente suave de 0% a 40% B en 60 min a un flujo de 0.5 ml/min. Se muestran

con flechas los picos obtenidos.

Al observar que la muestra no tuvo una separacién adecuada mediante el proceso de purificacion

con el buffer de fosfatos ni con el metanol como solvente orgdnico, se decidié utilizar los picos que se

observaron puros o con la menor contaminacién posible en RP-HPLC. Estas fracciones fueron Ax3.6.2.1,

Ax3.6.2.2, Ax3.6.14.1 y Ax3.6.14.2, las cuales se prepararon para su posterior caracterizacién por

espectrometria de masas. Se realizd una cuantificacion por NanoDrop® para registrar la cantidad que se

analizo, se realizaron tres alicuotas con 8 pug de cada muestra y se congelaron a -80 °C hasta su posterior

uso.

3.2 Caracterizacion bioquimica de la toxina de interés

3.2.1 Determinacion del peso molecular por espectrometria de masas

Se trabajo en la determinacién del peso molecular por espectrometria de masas de Ax3.6.2.1,

Ax3.6.2.2, Ax3.6.14.1 y Ax3.6.14.2. Para las muestras Ax3.6.2.1 y Ax3.6.2.2, el cromatograma demostré

que las secuencias no estaban puras (Fig. 33).
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Figura 33.- Espectrograma de muestras parcialmente purificadas. Izquierda Ax3.6.2.1. A) TIC que muestra las masas
totales y B) BPC que muestra las siete intensidades registradas por el programa. Derecha Ax3.6.2.2. C) TIC que
muestra las masas totales y D) BPC que muestra las 16 intensidades registradas por el programa. Se aprecia en ambas
muestras la contaminacion de la muestra, indica que no ha sido purificada en su totalidad.

Para la muestra Ax3.6.14.1, el Total lon Chromatogram (TIC) muestra una purificacién parcial. Al
analizar el Base Peak Chromatogram (BPC) se muestran dos intensidades, la mayoritaria con una masa de

3433.42 Day la de menor intensidad, con una masa de 3634.54 Da (Fig. 34).
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Figura 34.- Espectrograma de Ax3.6.14.1 A) TIC que muestra las masas totales y B) BPC que muestra las dos
intensidades registradas por el programa. Se aprecia una muestra parcialmente purificada. Se indican las masas de
cada intensidad.
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Para la muestra Ax3.6.14.2, el Total lon Chromatogram (TIC) muestra una purificacion parcial. Al

analizar el Base Peak Chromatogram (BPC) se muestran cinco intensidades, la mayoritaria con una masa

de 3919 Da, la segunda de 3433.42 Da, la tercera 3488.50 Da, la cuarta 3546.51 Da y la quinta o de menor
intensidad, con una masa de 932.45 Da (Fig. 35).
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Figura 35.- Espectrograma de A3.6.14.2 A) TIC que muestra las masas totales y B) BPC que muestra las cinco
intensidades registradas por el programa. Se aprecia una muestra parcialmente purificada. Se indican las masas de
cada intensidad.

3.2.2 Identificacion de residuos de cisteinas

Se determind el numero de residuos de cisteinas presentes en la cadena peptidica para la fraccion
Ax3.6.14.1, que mostré dos componentes en el espectrograma. Se determind la masa molecular con los
péptidos lineales (sin enlaces disulfuro). A esta masa molecular se le resté la masa obtenida del péptido
nativo y a dicha diferencia de peso se divididé entre 58, esto es debido a un aumento en el peso por el
agente alquilante (Calvete, 2007). Como resultado se obtienen el niumero de residuos de cisteinas

presentes en la estructura primaria (tabla 8).
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Tabla 8. Caracterizacion de los compuestos con actividad analgésica.

Peso molecular del Diferencia de Numero de
Peso molecular del
Fraccion péptido reducido y peso residuos de

péptido nativo (Da)
alquilado (Da) (Da) cisteinas

3433.92
Ax3.6.14.1

3875 3634.54 232 4

4267 3919.4 348 6
N.A 3546.51 N.A N.A
N.A 3488.50 N.A N.A
N.A 3433.42 N.A N.A

N.A 932.45 N.A N.A



50

Capitulo 4. Discusion

4.1 Obtencion y purificacion de la muestra

4.1.1 Colecta y extraccién de veneno total

La peninsula de Baja California cuenta con dos litorales, al oeste se encuentra el océano Pacifico y
al este el Golfo de California y cuya extensidn aproximada es de 1250 km (Ledn-Portilla, 2001). En ambos
litorales se reporta la presencia de anémonas del género Anthopleura (Fig. 36) (Acuia et al., 2012; Bates
et al., 2010; Daly, 2004; Garese et al., 2009; Gonzalez-Mufios et al., 2013, Russo, 1984). Para este género
es dificil la identificacion de especie, ya que son especies cripticas; es decir, especies extremadamente
similares en morfo-fisiologia, pero reproductivamente aisladas (Douek et al., 2002; Grajales y Rodriguez,
2016; Pereira et al., 2014). Dada esta informacidn es necesario realizar estudios ecolégicos, de sucesion

poblacional, de caracterizacion de habitat y de especies presentes en estas localidades, para aportar este

conocimiento a la region.

Figura 36. Mapa de America del Norte donde se sefialan localidades con registros de anémonas del género
Anthopleura. En rojo se muestran las regiones con aguas frias, en azul se muestran las localidades en aguas
subtropicales y en verde en aguas tropicales. Imagen del autor.

En el laboratorio de Inmunologia molecular y biotoxinas se ha trabajado con el veneno de

anémonas del genero Anthopleura. Cada esfuerzo de los antecesores ha dejado un paso importante para
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que se pudiera desarrollar este trabajo. El ultimo esfuerzo es el de Guevara (2015) donde purificé veneno
de la misma especie A. xanthogrammica, trabajo con el cudl se discutid parte de los resultados. Los

organismos se colectaron en la misma zona que los trabajos previos que se realizaron en el laboratorio.

El muestreo se realizd en meses diferentes a lo largo de dos afios, obteniendo muestras
homogéneas en composicion. Con esto se descartd algun cambio en los cromatogramas debido a
variaciones estacionales o tipos de alimentos disponibles por temporadas, tal como se ha reportado para

otras especies de anémonas y otros invertebrados marinos (Dutertre et al., 2014; Jouiaei et al., 2015).

Los cambios de temperaturas no repercuten de manera directa en la sintesis de venenos (Kohel,
1977) debido a que habitan en ambientes contrastantes; es decir, en zonas intermareales donde el cambio

de temperatura suele ser de hasta 5 °C (Cervino et al., 2004; Vazquez-Botello, 2008).

También se considerd un tamafio de 2.5 cm de didmetro aboral, estimando que son adultos que
han madurado y no tienen cambios en la sintesis de venenos. Si el organismo tenia un tamafo menor a
2.5 cm se regresé a su lugar de origen, o bien, no se consideraba retirar del sustrato. Esto es debido a que
durante la fase de juvenil (cuando comienza a fijarse al sustrato) (Sebens, 1981), los organismos sufren
una metamorfosis y una diferenciacion de cnidocitos especializados llamados acrorhagi, por los cuales en
ausencia de estos cnidocitos el patréon de toxinas secretadas es diferente (Bigger, 1978; Columbus-Shenkar
et al., 2017; Macrander et al., 2016). Por lo tanto, se trabajé con una muestra homogénea de la misma
especie asegurando la obtencion de las mismas fracciones con el minimo error de variacién durante el

procedimiento experimental de purificacidn.

4.1.2 Purificacion por exclusion molecular

Después de dializar y obtener el extracto crudo de veneno se anot6 el total de las cantidades que
se obtuvieron (ver tabla 6). Se obtuvo un 89% de rendimiento durante el primer paso de purificacion
experimental comparado con el 69% de rendimiento obtenido por Guevara (2015). En ambos trabajos se
comenzd por un método de purificacion de veneno total mediante cromatografia de exclusién molecular,
paso inicial en el trabajo de purificacidn de proteinas de acuerdo al consenso what to try first? (Structural

Genomics Consortium et al., 2008).
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En el procedimiento que Guevara realizd de purificacién por exclusién molecular, se utilizé el
mismo Bio-Gel P-100; sin embargo, el utilizdé acido acético 1 M como eluyente a un flujo de 2.5 ml por

hora. Como resultado, Guevara obtuvo un total de tres fracciones en 32 horas de colecta.

Al sobreponer el cromatograma obtenido por Guevara (2015) y el cromatograma de este trabajo
se observa que hay una ligera correspondencia en las fracciones obtenidas Ax1, Ax2 y Ax3 (Fig. 37). Sin
embargo, también se puede observar que utilizando acetato de amonio 20 mM la resolucién de los picos
gue se obtuvieron es mejor, inclusive se obtuvo una cuarta fraccion (Ax4) mediante este procedimiento,
con un tiempo total de purificacidon de 60 horas por corrida. La simetria homogénea que presentaron los
picos que se obtuvieron confirma un buen perfil de purificacién, segin lo descrito en la literatura
(Structural Genomics Consortium et al., 2008; Rossomando, 1998). La implementacidon de acetato de
amonio como eluyente se ha utilizado en otros trabajos de purificacién de venenos de cnidarios y otros

animales (Lassen et al., 2011; Flores et al., 2016; Brazon et al., 2016).
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Figura 37.- Comparacion de cromatogramas de exclusion molecular. Sobreposicion de cromatogramas para
observar las similitudes al utilizar dos eluyentes diferentes. En rojo acido acético 1M, en azul acetato de amonio 20
mM.
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4.1.3 Purificacion por RP-HPLC

En este procedimiento de purificaciéon se utiliza una solucién A [agua adicionada con acido
trifluoroacético (TFA)] lo que permite la separacién dptima de los péptidos que se encuentren en solucién
y cuya carga es parcialmente negativa (Kazakevich y LoBrutto, 2007). También, se utiliza una soluciéon B
(ACN + TFA) disolvente organico de polaridad media y miscible en agua, cuyas propiedades ayudan en la

resolucidn de compuestos idnicos y no polares (Kazakevich y LoBrutto, 2007).

En el procedimiento de re-purificacién de las toxinas de interés, particularmente la fraccion
Ax3.6.14.1, resulté extremadamente complicada la separacién por RP-HPLC. Sin embargo, para muestras
de dificil resolucion se recomienda que el porcentaje de TFA sea de 0.2-0.25%, para alcanzar una dptima

resolucidn (Chen et al., 2004) esta modificacidon al procedimiento no se realiz en este trabajo.

Debido a esto, se realizaron dos modificaciones al protocolo de extraccion. Por un lado se realizd
un cambio de solucidn A, se utilizé un buffer de fosfatos en vez del agua con TFA. Al igual que el aumento
en el porcentaje de TFA, un cambio de buffer y pH resuelve la separacion de péptidos en una solucion
(Naidu et al., 2005; Gilar et al., 2005). Empero, en el caso de la separacién de Ax3.6.14.1 no resulté ser

efectiva.

La segunda modificacion que se realizé fue el cambio de solvente organico, en donde se utilizé
metanol (MetOH) en lugar de ACN. Este cambio maximiza la selectividad de las separaciones de péptidos
complejos (Mant et al., 2010; Moldoveanu y David, 2002); sin embargo, los resultados demostraron que
el cambio fue ineficiente. Esto pudiera ser por no tener las columnas necesarias para llevar a cabo el

experimento, o bien, que falté estandarizar el porcentaje del MetOH para mejorar la resolucion.

4.1.4 Consideraciones para futuros trabajos de purificacion

Aunque el porcentaje de rendimiento registrado fué muy alto (89% en el primer procedimiento),
el proceso de purificacién se puede mejorar. Se puede implementar una purificacién por cromatografia de
intercambid idnico, FPLC, LC/MS u otro método de purificacion que acelere el proceso de obtencion de

muestra y asi disminuir el tiempo implementado en la obtencién de las fracciones (Barnett et al., 2015;
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Oldrati et al., 2016). Esto es debido al tiempo empleado a cada corrida de exclusion molecular (60 horas

estimadas por cada muestra fraccionada por exclusion molecular).

Para evitar la pérdida de material durante la concentracién de la muestra, asi como en el proceso
de caracterizacion bioquimica, se recomienda la implementacion de las puntas de pipeta ZipTip®, las cuales
contienen 0.6 pL de resina C18, lo que ayuda en el proceso de purificacién, asi como en la preparacion del
material antes de analizarse por espectrometria de masas (Breitkopf y Asara, 2012; Rhoads et al., 2013;

Breitkopf et al., 2016).

Otra perspectiva en el estudio de toxinas de anémonas es la convergencia de técnicas como la
protedmica y transcriptdmica que aceleran el proceso de identificar el arsenal de biomoléculas presentes

en el organismo, que la purificacidn clasica de toxinas no es posible identificarlas (Madio et al., 2017).

4.2 Ensayos biologicos

4.2.1 Hot plate test

Las fracciones que se obtuvieron por exclusién molecular se evaluaron mediante un estimulo
térmico a 55 °C. Se utilizd un ratdén por fraccién debido a que Guevara también evalué las fracciones y
reporta que la fraccion 3 es la que muestra un efecto analgésico. Después de la evaluacidn de latencia, se
corroboré su resultado. Aunado a esto, al ratén que se le aplicé la fraccion Ax3 tuvo los siguientes

desordenes fisioldgicos durante la evaluacion:

Entre los 20-25 minutos posteriores a la inyeccién el ratén se mostré hiperactivo.

Entre los 33-35 minutos posteriores a la inyeccién, el ratéon no tuvo coordinacidon de sus

extremidades.

Entre los 35-38 minutos posteriores a la inyeccidn, el raton sufrid de convulsiones y paralisis total.

Al minuto 38 posterior a la inyeccion el raton se murid.
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Estas manifestaciones fisioldgicas se han descrito en diversos trabajos donde se inyecta veneno

total, sub-fracciones de venenos o bien toxinas puras en ratones y otros modelos bioldgicos, concluyendo
que hay péptidos y otras moléculas pequefias que atraviesan la barrera hemato-encefalica, interactuando
en canales idnicos del sistema nervioso central y periférico, cuya interaccion muestra el efecto neurotoéxico
(Chen et al., 2006; Mortari et al., 2007; Green y Olivera, 2016). Otro posible blanco molecular de esta
fraccion pudiera ser el sistema glutamatérgico dado que se ha demostrado su papel en extractos de

veneno que causan convulsiones (Gondram et al., 2002).

Por el principio de purificacién por exclusion molecular este resultado es congruente, debido a
que las fracciones Ax3 y Ax4 corresponden a las moléculas de menor tamaio, considerando que la resina
Bio-Gel P-100 separa las moléculas con un rango entre los 5 — 100 kDa y se reporta en la literatura que las
toxinas peptidicas cuyos blancos moleculares son los canales idnicos tienen pesos menores a 5 KDa (Frazao
et al.,, 2012), reforzando asi el resultado obtenido. Los sintomas descritos anteriormente también se
mostraron en la fraccidn Ax3.8 evaluadas a una cantidad de 1.5, 3 y 4 ug por gramo de ratdn. Esta fraccién
fué letal en el ratdn. No obstante, la picadura de anémona en humanos es téxica solamente si el cnidocito
logra atravesar el tejido epitelial de revestimiento o piel (Watters, 2005). Es de particular interés la
purificacién de esta fraccion y caracterizar las moléculas que desaten el efecto tdxico-sistémico. Se
realizaron ensayos de las otras sub-fracciones que se obtuvieron por RP-HPLC a 0.5 y 0.1 ug por gramo de
ratdn, considerando los resultados de latencia de la seccién 3.2.1, se tiene un rango terapéutico amplio,

debido a que los organismos no mostraron un comportamiento anormal, ni sintomas de intoxicacion.

Se utilizd Nalbufina® un opioide semi-sintético como modulador de la respuesta nociceptiva, como
control positivo. Posterior a la inyeccion del control positivo se observé en todos los ratones un estado de
inactividad, pupilas dilatadas y ausencia de heces y orina. Estos signos también se han observado en
pacientes bajo tratamiento con opioides, asi como en otros modelos biolégicos que han sido evaluados

con Nalbufina® (van Niel et al., 2016; Jannuzzi, 2016).

Las toxinas que se analizaron en este trabajo se re-suspendieron en solucién tampdn de fosfatos
(PBS) 1X, debido a que es una solucién comunmente utilizada en la investigacidn bioldgica. Esta solucidn
mantiene un pH fisiolégico constante 7.3-7.4, es isotdnico y no es toxico para las células o los organismos
que se evaluaron (Andersson y Dahlgren, 2010; Kang et al., 2009). Las caracteristicas bioquimicas de la
fraccion Ax3.6.14.1 permiten que sean solubles en una solucién acuosa como PBS y mediante los enlaces
disulfuro ser una molécula estable (Wang y Craik, 2016). Sin embargo, se deben hacer ensayos de

farmacocinética y farmacodinamia in vitro e in vivo para entender los procesos de liberacion, factores
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asociados a la absorcidén y las limitaciones de la molécula; con esto aprovechar y mejorar el potencial

terapéutico de la molécula peptidica (Norton, 2017).

El dolor es un sintoma causado por un estimulo, a enfermedad o disfuncidn del sistema nervioso.
La sintomatologia incluye hipersensibilidad a estimulos procesados por el sistema somatosensorial. La
deteccion de estos estimulos depende de las familias de los canales potenciales de receptores transitorios
(TRP), que se activan mediante estimulos mecanicos, térmicos, pH o reacciones quimicas (Basso y Altier,
2017, Labuz et al., 2016). Al realizar la prueba de la superficie caliente el efecto analgésico pudiera
corresponder al antagonismo de los receptores TRP de piel; debido a que se ha caracterizado el
antagonismo de estos receptores por toxinas de anemonas (Andreev et al., 2008; Kozlov et al., 2009;
Philyppov et al., 2012). Por otro lado, se ha demostrado que si se bloquea a los TRP y a los canales de sodio
activados por voltaje, se obtiene un efecto sinérgico antinociceptivo (Palhares et al., 2017). Otros
receptores localizados en piel son los canales idnicos sensores de acido (ASIC's) y los canales de sodio
epiteliales (ENaC); ambos canales estan implicados en mecanopercepcién, quimiopercepcion,
nocicepcién, asi como en la regulacién de la presidn y volumen de sangre que pudieran estar involucrados
en la modulacidon de la nocicepcidn local y periférica (Cristofori-Amstrong y Rash, 2017; Hanukoglu, 2017;
Jensen et al., 2012; Trapani et al., 2016). Un ultimo receptor que ha sido poco explorado en la modulacién
del dolor son los receptores de serotonina (5-HT), no obstante existe un trabajo de una toxina no peptidica
de anemonas en donde evaluaron la interaccion con el receptor y su efecto analgésico (Zaharenko et al.,

2011).

Los blancos moleculares descritos detalladamente para toxinas de anémonas son los canales de
sodio activados por voltaje (Blanchard et al., 2012; Lazcano-Pérez et al., 2016; Moran et al., 2009) y canales
de potasio activados por voltaje (Diochot y Lazdunski, 2009). Otras toxinas actlian como enzimas,
formadoras de poros en la membranay son hemoliticas (Frazao et al., 2012). Se ha reportado la implicacién
de los canales de potasio en la modulacidn del dolor (Tsantoulas y McMahon, 2014; Diochot y Lazdunski,
2009) sin embargo, no se ha desarrollado un trabajo con toxinas de anémonas que sean agonistas o

antagonistas de estos receptores.

En la actualidad no se encuentra ningun trabajo publicado de toxinas de anemonas del genero
Anthopleura como posibles analgesicos. Esto abre una oportunidad a trabajos posteriores en la
caracterizacién de toxinas de anemonas y otros organismos venenosos, para aprovechar sus propiedades

biomédicas para futuros tratamientos médicos y como herramientas moleculares.
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Debido a la complejidad de la molécula, no se pudo obtener una secuencia de aminoacidos que
ayude a la caracterizacion de su blanco molecular por similitud a otras toxinas que se encuentren en una

base de datos y que cuente con la descripcion de la selectividad y afinidad al blanco molecular.

4.3 Caracterizacion bioquimica de la toxina de interés

4.3.1 Determinacidn del peso molecular por espectrometria de masas

Debido a la imposible separacién de los péptidos de Ax3.6.14.1, se decidid analizar por
espectrometria de masas la fraccién con la mezcla de compuestos y determinar el peso molecular.
Claramente reflejé la separacién incorrecta del analito, sin embargo fue posible obtener dos pesos
moleculares (ver tabla 7). Para la fraccion Ax3.6.14.2 solamente fue posible detectar una masa molecular
y mostré una mayor contaminacién (ver tabla 7). Estos pesos coinciden con los reportados en la literatura
para toxinas peptidicas, que son menores a 7 KDa y pudiera ser que sus posibles blancos moleculares sean

los canales iénicos de sodio o potasio (Frazao et al., 2012).

Para la muestra Ax3.6.14.1 que se redujo y alquilé, se analizd por espectrometria vy
desafortunadamente no se detectd nada. Pudiera ser que se perdid la muestra en algun procedimiento o

que la muestra no se retuvo en la columna del espectrémetro de masas.

4.3.2 l|dentificacion de residuos de cisteinas

Existen diversas formas de estimar los residuos de cisteinas presentes en una secuencia de
aminodcidos, depende del tipo de equipo donde se analiza la muestra y la metodologia que se emplea en
la reduccidn y alquilacidon de muestras (Henschen, 1986). El protocolo que se utilizd para determinar los
residuos de cisteinas fué dividir la muestra en tres alicuotas. La primera solamente se desnaturalizd con
calor para medir la masa molecular de la proteina nativa. A la segunda alicuota se afiadié un reactivo
alquilante (iodoacetamida) y en esta muestra se determina la presencia de grupos sulfidrilos reactivos. A
alicuota numero tres, se anadié DTT mas el reactivo alquilante (Calvete, 2007). De esta manera se obtuvo

el nimero de grupos sulfidrilo reactivos, el nimero total de cisteinas y el nimero total de enlaces disulfuro.
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El resultado de este procedimiento experimental es la presencia de 4 residuos de cisteinas para

las subfracciones contenidas en Ax3.6.14.1. Con estos cuatro residuos de cisteinas, la formacion de dos
enlaces disulfuro estaran presentes en las moléculas. Segun la clasificacion de Frazao (2012), estos analitos
pudieran estar englobados en las toxinas de tipo 1y tipo 2 por el nimero de enlaces disulfuro que forman;
empero, el tamafo es menor al reportado, lo que sugiere las siguientes hipodtesis: 1) que pudieran ser dos
toxinas muy pequeiias nuevas reportadas para el tipo 1 y 2 cuyo blanco molecular sean los canales de
sodio; 2) que correspondan a las tipo 3, de lo cual se reporte que solo formen dos enlaces disulfuro y que
su blanco molecular sean los canales de potasio (Tsantoulas y McMahon, 2014), o 3) que tengan otro
blanco molecular, distinto a los ya reportados en la literatura. Estas hipétesis se resolveran cuando se

hagan los estudios pertinentes para la caracterizacién del blanco molecular.

Al analizar la diferencia de peso entre los componentes de Ax3.6.14.1 se observd una diferencia
de 200 Da. Esta diferencia pudiera corresponder a una modificaciéon postraduccional (Mann y Jensen,

2003; Jensen 2004), o bien a un cambio de dos aminoacidos (Scanlon and Norton, 1994, Linter, 2010).

La dificultad en la purificacion final de toxinas animales ya se ha descrito. Este fendmeno
corresponde a la presencia de isopéptidos o isotoxinas (Béress et al., 2000). Cuando una fraccion peptidica
presenta el mismo tiempo de retencion mediante RP-HPLC pero resultan ser diferentes en peso mediante
un analisis por espectrometria de masas se denominan isopéptidos (Winter et al., 2009). Estos fendmenos
se aprecian en los resultados de este trabajo, por lo que se concluye que son isotoxinas o isopéptidos los

qgue conforman la fraccidn Ax3.6.14.1, lo que dificulta su separacidn por los métodos descritos.
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Capitulo 5. Conclusiones

e Se trabajé con una muestra homogénea, asegurando la obtencidn de las mismas fracciones en cada

procedimiento de purificacion por cada muestreo independiente.

e Se evalud la fraccion Ax3 de exclusion molecular y se identificaron aquellas toxinas nativas que se
desempefan como analgésicos, demostrando que existen mas de un compuesto con esta actividad.
En el siguiente diagrama se muestran las fracciones que presentaron una actividad analgésica

significativa.

Ax3

Ax3.6

A3.9 Ax3.6.2

Ax3.10
Ax3.6.3 Ax3.6.2.2.1
Ax3.6.8 Ax3.6.2.2.2
Ax3.6.14 Ax3.6.3.2
A3.9.2 Ax3.6.14.1
Ax3.9.4 Ax3.6.14.2
Ax3.10.8

e La fraccion Ax3.8 es letal en todas las concentraciones evaluadas en este trabajo (1.5, 3y 4 pg). La
letalidad de la fraccidn pudiera corresponder a un efecto neurotdxico potente, en el que algin

componente actue en el sistema nervioso.

e Laimplementacidn de RP-HPLC con buffer de fosfatos como solucién Ay cambio de solvente organico

MetOH no mostraron una eficiencia en la separacion de los componentes de interés.

e Se logré caracterizar parcialmente Ax3.6.14.1 que presenta dos componentes (isotoxinas) con los
siguientes pesos moleculares
o Ax3.6.14.1.1 con un peso de 3433.42 Da y que contiene cuatro residuos de cisteinas.

o Ax3.6.14.1.2 con un peso de 3634.54 Da y que contiene cuatro residuos de cisteinas.

e Paralafraccion Ax3.6.14.2 se logro caracterizar parcialmente los siguientes pesos moleculares

o Ax3.6.14.2.1 con un peso de 3433.42 Da y que contiene seis residuos de cisteinas.



Ax3.6.14.2.1 con un peso de 932.45 Da.
Ax3.6.14.2.3 con un peso de 932.45 Da.
Ax3.6.14.2.4 con un peso de 932.45 Da.
Ax3.6.14.2.5 con un peso de 932.45 Da.
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Anexos

Anexo 1. Soluciones

Acetato de amonio 20 mM (1 litro)
1.5416 g de CH3COONH,

1 litro de agua destilada

PBS 1X (1 litro)

137 mM Cloruro de sodio NaCl,

2.7 mM Cloruro de potasio KCL,

10 mM Bifosfato de sodio Na;HPO,,

1.5 mM Fosfato de potasio monobdsico KH;POa,

AjustarpH=7.4

Solucion A
99.88% Agua ultra pura MilliQ

0.12% acido trifluoroacético TFA

Solucion B
99.9% acetonitrilo ACN
0.1% TFA
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Anexo 2.- Datos estadisticos numéricos

Ax3 [1.5 pg/g ratén] 30 minutos de latencia

75

ANOVA summary
29.21
P value <0.0001
P value summary ok k
Are differences among means statistically Yes
significant? (P < 0.05)
R square 0.8950
Uncorreitsel;i Fisher's Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value
Nalbufina (+) vs. PBS (-) 7.250 Yes *Akkk <0.0001
Ax3.2 vs. PBS (-) 1.250 No Ns 0.2996
Ax3.4 vs. PBS (-) 1.375 No Ns 0.2549
Ax3.6 vs. PBS (-) 13.78 Yes *kkk <0.0001
Ax3.7 vs. PBS (-) 1.750 No Ns 0.1507
Ax3.9 vs. PBS (-) 4.550 Yes ok 0.0008
Ax3.10 vs. PBS (-) 3.375 Yes *ok 0.0086
Ax3 [1.5 pg/g ratén] 45 minutos de latencia
ANOVA summary
4.638
P value 0.0021
P value summary *ok
Are differences among means statistically Yes
significant? (P < 0.05)
R square 0.5750
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Uncorrected Fisher's

LSD Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value
PBS (-) vs. Nalbufina (+) -13.53 Yes ok 0.0018
PBS (-) vs. Ax3.2 -2.750 No Ns 0.4820
PBS (-) vs. Ax3.4 -6.150 No Ns 0.1233
PBS (-) vs. Ax3.6 -15.88 Yes Hokk 0.0004
PBS (-) vs. Ax3.7 -4.175 No Ns 0.2890
PBS (-) vs. Ax3.9 -12.25 Yes *x 0.0018
PBS (-) vs. Ax3.10 -12.68 Yes *x 0.0018
Ax3 [3 ug/g raton] 30 minutos de latencia
ANOVA summary
F 3.292
P value 0.0192
P value summary *
Are differences among means statistically Ves
significant? (P < 0.05)
R square 0.4847
Uncorrected Fisher's LSD | Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value

PBS (-) vs. Nalbufina (+) -7.250 Yes * 0.0270
PBS (-) vs. Ax3.2 -2.975 No ns 0.3405
PBS (-) vs. Ax3.4 -3.825 No ns 0.2236
PBS (-) vs. Ax3.6 -12.53 Yes kK 0.0005
PBS (-) vs. Ax3.7 -5.225 No ns 0.1014
PBS (-) vs. Ax3.10 -5.775 No ns 0.0722




Ax3 [3 ug/g raton] 45 minutos de latencia
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ANOVA summary
F 6.253
P value 0.0003
P value summary ok
Are differences among means statistically Yes
significant? (P < 0.05)
R square 0.6459
UncorrethSel;i Fisher's Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value
PBS (-) vs. Nalbufina (+) -13.53 Yes Hokk 0.0002
PBS (-) vs. Ax3.2 -1.400 No ns 0.6489
PBS (-) vs. Ax3.4 -3.175 No ns 0.3061
PBS (-) vs. Ax3.6 -13.15 Yes ok 0.0002
PBS (-) vs. Ax3.7 -7.200 Yes * 0.0261
PBS (-) vs. Ax3.10 -11.75 Yes Hokk 0.0002
PBS (-) vs. Ax3.9 -9.300 Yes ok 0.0053
Ax3 [4 ug/g raton] 30 minutos de latencia
ANOVA summary
F 6.025
P value 0.0043
P value summary ok
Are differences among means statistically Yes
significant? (P < 0.05)
R square 0.6164
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Uncorrected Fisher's

LSD Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value
PBS (-) vs. Nalbufina (+) -7.250 Yes ok 0.0017
PBS (-) vs. Ax3.4 -1.475 No ns 0.4502
PBS (-) vs. Ax3.6 -7.000 Yes ok 0.0017
PBS (-) vs. Ax3.7 -2.475 No ns 0.2129
Ax3 [4 ug/g raton] 45 minutos de latencia
ANOVA summary
F 3.245
P value 0.0418
P value summary *
Are differences among means statistically Yes
significant? (P < 0.05)
R square 0.4639
Uncorreitsel;i Fisher's Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value
PBS (-) vs. Nalbufina (+) -13.53 Yes * 0.0131
PBS (-) vs. Ax3.4 -7.250 No ns 0.1523
PBS (-) vs. Ax3.6 -12.83 Yes * 0.0131
PBS (-) vs. Ax3.7 -2.050 No ns 0.6759
Ax3.6 [0.1 ug/g raton] 30 minutos de latencia
ANOVA summary
F 7.949
P value 0.0001
P value summary Rk
Are differences among means statistically Yes
significant? (P < 0.05)
R square 0.6943
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UncorrethSel;i Fisher's Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value
PBS (-) vs. Nalbufina (+) -4.875 Yes * 0.0109
PBS (-) vs. Ax3.6.2 -2.650 No ns 0.1987
PBS (-) vs. Ax3.6.3 -8.425 Yes Hokk 0.0004
PBS (-) vs. Ax3.6.8 -1.700 No ns 0.4042
PBS (-) vs. Ax3.6.9 -5.575 Yes * 0.0109
PBS (-) vs. Ax3.6.14 -11.45 Yes KA < 0.0001
Ax3.6 [0.1 ug/g raton] 45 minutos de latencia
ANOVA summary
F 10.02
P value <0.0001
P value summary ok x
Are differences among means statistically Yes
significant? (P < 0.05)
R square 0.7411
l:;;c;:r:c:se; Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value
N:Eifcl:];’z) 11.25 Yes *hk 0.0006
PBS (-) vs. Ax3.6.2 2.300 No ns 0.4183
PBS (-) vs. Ax3.6.3 -13.85 Yes *xkx < 0.0001
PBS (-) vs. Ax3.6.8 -3.600 No ns 0.2103
PBS (-) vs. Ax3.6.9 -0.8000 No ns 0.7768
F:ig;’: 9.275 Yes o 0.0032




Ax3.6 [0.5 ug/g raton] 30 minutos de latencia
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ANOVA summary
F 1.489
P value 0.2300
P value summary ns
Are differences among means statistically No
significant? (P < 0.05)
R square 0.2985
Uncorrected Fisher's LSD | Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value
PBS (-) vs. Nalbufina (+) -9.025 Yes * 0.0242
PBS (-) vs. Ax3.6.2 -7.725 No ns 0.0501
PBS (-) vs. Ax3.6.3 -8.625 Yes * 0.0242
PBS (-) vs. Ax3.6.8 -5.275 No ns 0.1704
PBS (-) vs. Ax3.6.9 -5.225 No ns 0.1743
PBS (-) vs. Ax3.6.14 -8.525 Yes * 0.0242
Ax3.6 [0.5 ug/g raton] 45 minutos de latencia
ANOVA summary
F 15.13
P value <0.0001
P value summary ok x
Are differences among means statistically Yes
significant? (P < 0.05)
R square 0.8121
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UncorrethseI;I Fisher's Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value
PBS (-) vs. Nalbufina (+) -11.25 Yes *Akk <0.0001
PBS (-) vs. Ax3.6.2 -2.075 No ns 0.3557
PBS (-) vs. Ax3.6.3 -15.78 Yes KA <0.0001
PBS (-) vs. Ax3.6.8 0.2500 No ns 0.9105
PBS (-) vs. Ax3.6.9 -5.925 Yes * 0.0135
PBS (-) vs. Ax3.6.14 -8.400 Yes *xk 0.0010
Ax3.9 y Ax3.10 [0.5 pg/g ratén] 30 minutos de latencia
ANOVA summary
F 6.523
P value 0.0003
P value summary ok
Are differences among means statistically
significant? (P < 0.05) Yes
R square 0.6650
Uncorrected Fisher's
Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value
LSD
PBS (-) vs. Nalbufina (+) -10.30 Yes *kkk <0.0001
PBS (-) vs. Ax3.9.1 -3.858 No ns 0.0777
PBS (-) vs. Ax3.9.2 -3.550 No ns 0.0794
PBS (-) vs. Ax3.9.4 -3.575 No ns 0.0775
PBS (-) vs. Ax3.9.5 0.6750 No ns 0.7303
PBS (-) vs. Ax3.10.2 -6.000 Yes o 0.0050
PBS (-) vs. Ax3.10.8 -5.875 Yes o 0.0050




Ax3.9 y Ax3.10 [0.5 pg/g raton] 45 minutos de latencia
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ANOVA summary
90.61
P value <0.0001
P value summary ok x
Are differences among means statistically
significant? (P < 0.05) Yes
R square 0.9635
UncorrethSe: Fisher's Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value
PBS (-) vs. Nalbufina (+) -17.33 Yes KA <0.0001
PBS (-) vs. Ax3.9.1 -0.9750 No ns 0.2966
PBS (-) vs. Ax3.9.2 -1.525 No ns 0.1081
PBS (-) vs. Ax3.9.4 -3.200 Yes *x 0.0018
PBS (-) vs. Ax3.9.5 -12.13 Yes KA <0.0001
PBS (-) vs. Ax3.10.2 -3.400 Yes ok 0.0011
PBS (-) vs. Ax3.10.8 -3.150 Yes *x 0.0011
Ax3.9 y Ax3.10 [0.1 pg/g ratén] 30 minutos de latencia
ANOVA summary
29.30
P value <0.0001
P value summary ok x
Are differences among means statistically Yes
significant? (P < 0.05)
R square 0.8952
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UncorrethSe; Fisher's Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value
PBS (-) vs. Nalbufina (+) -10.30 Yes *kkk <0.0001
PBS (-) vs. Ax3.9.1 0.9750 No ns 0.4523
PBS (-) vs. Ax3.9.2 -2.800 Yes * 0.0351
PBS (-) vs. Ax3.9.4 -2.850 Yes * 0.0351
PBS (-) vs. Ax3.9.5 -13.28 Yes *xkx < 0.0001
PBS (-) vs. Ax3.10.2 -3.900 Yes *x 0.0034
PBS (-) vs. Ax3.10.8 -4.150 Yes *x 0.0034
Ax3.9 y Ax3.10 [0.1 pg/g raton] 45 minutos de latencia
ANOVA summary
F 4.262
P value 0.0038
P value summary Hok
Are differences among means statistically Ves
significant? (P < 0.05)
R square 0.5647
Uncorrected Fisher's LSD | Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value
PBS (-) vs. Nalbufina (+) -17.33 Yes ok 0.0005
PBS (-) vs. Ax3.9.1 -16.70 Yes Hokk 0.0005
PBS (-) vs. Ax3.9.2 -9.375 Yes * 0.0215
PBS (-) vs. Ax3.9.4 -5.575 No ns 0.1559
PBS (-) vs. aX3.9.5 -12.53 Yes *x 0.0032
PBS (-) vs. Ax3.10.2 -8.975 Yes * 0.0215
PBS (-) vs. Ax3.10.8 -8.775 Yes * 0.0215




Fracciones de interés [0.1 pg/g ratén] 30 minutos de latencia
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ANOVA summary
F 20.48
P value <0.0001
P value summary ok k
Are differences among means statistically Yes
significant? (P < 0.05)
R square 0.8637
Uncorrected Fisher's LSD | Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value
PBS (-) vs. Nalbufina (+) -5.950 Yes Hokk 0.0002
PBS (-) vs. Ax3.6.2.1 0.3500 No ns 0.8112
PBS (-) vs. Ax3.6.2.2 0.7250 No ns 0.6212
PBS (-) vs. Ax3.6.2.3 1.375 No ns 0.3504
PBS (-) vs. Ax3.6.3.2 -12.10 Yes KA <0.0001
PBS (-) vs. Ax3.6.14.3 1.800 No ns 0.2233
PBS (-) vs. Ax3.6.14.1 -9.400 Yes *AAX <0.0001
PBS (-) vs. Ax3.6.14.2 -11.33 Yes *AAX <0.0001
PBS (-) vs. Ax3.9.5.2 -4.300 Yes ok 0.0051
PBS (-) vs. Ax3.9.5.3 -1.450 No ns 0.3251
PBS (-) vs. Ax3.9.5.4 -3.650 Yes ns 0.0161
PBS (-) vs. Ax3.9.9 -3.950 Yes *x 0.0051
PBS (-) vs. Ax3.9.11 -1.400 No ns 0.3418
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Fracciones de interés [0.1 pug/g raton] 45 minutos de latencia

ANOVA summary
F 18.39
P value <0.0001
P value summary ok x
Are differences among means statistically
significant? (P < 0.05) Yes
R square 0.8506
Uncorrected Fisher's
Mean Diff. Significant? Summary Individual P Value
LSD
PBS (-) vs. Nalbufina (+) -5.725 Yes ok 0.0015
PBS (-) vs. Ax3.6.2.1 -7.850 Yes Hk A <0.0001
PBS (-) vs. Ax3.6.3.2 -12.23 Yes Hk A <0.0001
PBS (-) vs. Ax3.6.14.2 -12.21 Yes HAk A <0.0001
PBS (-) vs. Ax3.6.14.1 -17.28 Yes KA <0.0001
PBS (-) vs. Ax3.9.9 -0.02500 No ns 0.9889
PBS (-) vs. Ax3.6.2.2 -6.075 Yes ok 0.0015
PBS (-) vs. Ax3.9.5.2 -1.525 No ns 0.3994
PBS (-) vs. Ax3.9.5.3 0.02500 No ns 0.9889
PBS (-) vs. Ax3.9.5.4 -1.350 No ns 0.4552
PBS (-) vs. Ax3.6.2.3 -4.225 Yes ns 0.0231
PBS (-) vs. Ax3.9.11 -1.350 No ns 0.4552
PBS (-) vs. Ax3.6.14.3 -2.750 No ns 0.1322




3. Hoja de registro de datos para hot plate test

>

CICESE

Ensayo: Hot plate Encargado: Fecha de evaluacion
Peso
Cantidad del Cantidad Hora de 30 min 45 min
Raton Fraccion Observaciones
ng/gratoéon raton | inyectada inyeccion
(mg) hora | latencia | hora | latencia
R1
R2
R3
R4 Control +
R5 Control -
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Anexo 4.- Cuantificacion de las sub-fracciones de cinco minutos obtenidas por RP-

HPLC.

Fraccion

Ax3.1

Tiempo de colecta

0.00-5.56

5.62 -10.06
10.09 - 15.02
15.06 — 20.02
20.06 — 25.02
25.06 —30.06
30.12 - 15.02
35.06 — 40.42
40.46 — 45.02
45.06 — 50.02
50.06 — 55.02
55.06 — 60.02
60.06 — 65.16
65.19 — 70.06

Concentracion en pg
1655
417
398
867
988
2474
3301
2191
2330
1129
423
N.A
N.A
N.A



Anexo 5.- Cuantificacion de los picos individuales obtenidos por RP-HPLC.

Se considerod para

Fraccion Concentracion en pg
analisis in vivo

101.5 No
89.5 Si
69 Si
89 No
91 No
93.5 No
78.5 No
805 Si
3753.5 Si
10 No
125.5 No
89 Si
68 No
57.5 Si
161 Si
154 Si
36.5 No
37.5 No
167.5 No
116.5 Si
237 No
95 No
121.5 No

92 Si
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