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RESUMEN de la tesis de SAMANTA MIREYA JIMENEZ FLORES, presentada como
requisito parcial para la obtencién del grado de MAESTRO EN CIENCIAS DE LA VIDA
CON ORIENTACION EN BIOTECNOLOGIA MARINA. Ensenada, Baja California.
Octubre del 2011.

AISLAMIENTO Y CARACTERI;AC](')N DE TOXINAS DE Anthopleura sp Y TRES
CRACOLES MARINOS DEL GENERO Conus CON EFECTO EN LA RESPUESTA
NOCICEPTIVA

Resumen aprobado por: /)/4%

Dr. Alexei Fedc’(r}éis Licea Navarro
ifector de Tesis

Dentro del veneno de la anémona Anthopleura sp y de los caracoles marinos del
género Conus, existen toxinas con capacidad para bloquear los canales i6nicos. Los
canales ionicos dependientes de voltaje participan en muchos eventos fisiologicos,
entre ellos, la transmisién de impulsos nocivos, mediante la propagacion del potencial
de accién y la liberacion de neurotransmisores. El dolor nociceptivo es un padecimiento
que afecta a una gran parte de la poblacién. Los analgésicos utilizados en la terapia del
dolor, tienen efectos secundarios dafiinos para el paciente y se utilizan frecuentemente
de manera combinada para generar alivio.

En el presente trabajo se purifico por medio de cromatografia de exclusién molecular y
cromatografia liquida de alta presion de fase reversa (HPLC-RP), fracciones del
veneno de Anthopleura sp y Conus ximenes. Se evalut la actividad analgésica a los
péptidos puros, provenientes del veneno de Conus regularis y Conus californicus, con
actividad en canales de calcio previamente reportada. Las fracciones se analizaron
mediante ensayos biolégicos para evaluar el efecto analgésico periférico en dos
modelos, para dolor agudo sobre la placa caliente ("hot-plate”™) y para el dolor
persistente por inflamacioén, con la prueba de la formalina. Se observd la actividad
analgésica periférica en la fraccion llamada AsP7, proveniente del veneno de
Anthopleura sp. En el peptido puro CRP20a proveniente del veneno de C. regulfaris, se
encontrd una eficiente actividad analgésica en ambos ensayos biolégicos. Para la
fraccion CXF10, aislada del veneno de C. ximenes, se observd actividad analgésica en
la prueba de la placa caliente. Las subfracciones CXF10 se repurificaron y analizaron,
sin embargo, a la fecha, no se puede concluir sobre un posible efecto analgésico. Para
los péptidos sintéticos CCP1, CCP2, provenientes del veneno de C. californicus, no se
encontrd actividad analgésica de manera periférica.

Palabras Clave: Conus, Anthopleura sp, transmision nociceptiva, canales ionicos,
analgésicos.
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ABSTRACT of the thesis presented by SAMANTA MIREYA JIVENEZ FLORES as a
partial requirement to obtain the MASTER OF SCIENCE degree in Science of Life,
Marine Biotechnology Orientation. Ensenada, Baja California, México October, 2011.

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF TOXINS FROM Anthopleura sp AND
THREE CONE SNAILS OF Conus WITH EFFECT IN NOCICEPTIVE RESPONSE

In the venom from the anemone Anthopleura sp as well as from the marine cone snails
there are toxins with the capacity of blocking ion channels. The voltage gated ion
channels are involved in the transmission of noxious impulses through the release of
neurotransmitters. The nociceptive pain is a condition that affects a large proportion of
the population. where the analgesics are used as pain therapy. Despite to the pain
relief, most analgesics show secondary effects for the patient and are frequently used in
a combination to generate relief,

In the present study the toxic fraction from the venom of Anthopleura sp y Conus
ximenes were purified by molecular exclusion chromatography and Reverse Phase
High Performance Liquid Chromatography (HPLC-RP). We evaluate the analgesic
effect from the pure peptides from Conus regularis y Conus californicus, with calcium
ion channel activity, previously reported. These fractions were analyzed through
biological tests to evaluate the peripheral analgesic activity (PAA) with two models. The
acute pain (AP) was evaluated with the hot-plate test whereas the persistent pain (PP)
the formalin test was used. The PPA was observed in the AsP7 isolated from
Anthopleura sp. In the pure peptide CRP20a from the venom of C. regularis analgesic
activity was found. We observe analgesic effect in the fraction CXF10 isolated from the
venom of C. ximenes by the hot-plate test; however after repurification it cannot be
conclude their possible analgesic effect. For the synthetic peptides CPP1, CPP2 from
the venom C. californicus, there was no analgesic activity found in a peripheral.

Keywords: toxins, Conus, Anthopleura sp, noxius stimuli, nociceptive transmission, ion
channels, analgesics.
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1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, las toxinas provenientes de animales marinos han
cobrado interés especial, ya que son importantes en el estudio de la estructura,
mecanismo, diferenciacion y efectos fisiolégicos de los canales idnicos. Un
ejemplo de ello son las toxinas del género Conus, asi como las del filo Cnidaria, y

entre las mas estudiadas se encuentran las de los Antozoarios.

El potencial farmacoldgico de las toxinas de anémonas y de los caracoles marinos
del género Conus, se debe a la accion blogueadora 0 moduladora sobre los
canales idnicos, implicados en varias canalopatias y eventos fisiolégicos, como la
transduccion del dolor (Cestéle y Catteral, 2000; Wanke ef al., 2009; Motin y
Adams, 2008; Wang ef al., 2006). Existen toxinas de anémonas que actlian como
bloqueadoras del canal de sodio dependiente de volitaje (VGSC por sus siglas en
inglés) en células neuromusculares, que participan en la transmision de impulsos
nociceptivos (Stput, 2009). Dentro del género Conus existen toxinas que tienen
como blanco de accidn, los canales de calcio, los cuales son, dependientes de
voltaje (VGCC por sus siglas en inglés) y participan en la liberacion de segundos
mensajeros dentro de la cascada de transmision de sefales nocivas. (Motin y
Adams, 2008).

El dolor se clasifica dependiendo el origen del estimulo doloroso, en nociceptivo y
neuropatico (Lawson y Wallace, 2010); asi como por su duracion en agudo y
crénico. En Estados Unidos, se estima una prevalencia de dolor crénico del 17%
durante la atencién primaria. Si bien no se tienen datos estadisticos acerca de la
prevalencia del dolor en México, €l Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) ha
reportado que el 5% de los pacientes atendidos por médicos de primer contacto,

presentan padecimientos dolorosos cronicos (Covarrubias-Gomez et al., 2010). La




Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecié una escalera analgésica,
donde el primer escaldn corresponde al dolor leve y el escalén 3 corresponde a
dolor cronico (Poggi e ibarra, 2007). Los farmacos que se utilizan en el tratamiento
del dolor durante la atencidon primaria son: analgésicos no opioides,
antiinflamatorios (primer escalén), analgésicos opioides débiles (segundo escalén)
y opioides fuertes (tercer escalén). En el manejo del dolor con analgésicos,
existen limitantes debido a los efectos secundarios que se presentan, como la

tolerabilidad y habituacidn, en el caso de los analgésicos opioides.

En el presente trabajo se analizaron toxinas provenientes de la anémona
Anthopleura sp y del caracol marino Conus ximenes en modelos murinos para
evaluar su efecto analgésico de manera periférica. De igual manera se evalud el
efecto analgésico de péptidos puros, aislados de los venenos de Conus regularis y
Conus californicus, previamente caracterizados como bloqueadores de canales de

calcio.




ll. ANTECEDENTES

11.1. Caracteristicas generales de Anthopleura sp

Anthopletura sp es un invertebrado que pertenece al filo Cnidaria que incluye
medusas, corales, esponjas, plumas de mar y anémonas. Existen hasta el
momento 11,000 especies registradas en este filo, en la Figura 1 se muestran
algunas de ellas (Brusca y Brusca 2003).

Antopleura sp pertenece a la clase Anthozoa que comprende fres subclases:
Hexacoralia, Cubozoa vy Octocoralia. Anthopleura sp es un organismo
exclusivamente marino que se encuentra tanto en aguas profundas como en la
zona intermareal, tiene una extensién continua que va desde California hasta Baja
California (Smith y Potts, 1987). Las regiones arenosas o rocosas son la primera
eleccion de habitat para Anthopleura sp.

Figura 1. Organismos del filo Cnidaria que comprenden medusas, corales y anémonas (obtenida de
www beim.us.es).




Los pdlipos de las anémonas tienen un eje longitudinal oral-aboral con simetria
birradial. Comprenden estructuras tubulares con una capa externa y la epidermis
compuesta de células de epitelio muscular. En la terminacidn aboral se encuentra
el disco pedal con el cual se adhieren al sustrato, que puede ser arenoso o rocoso.
La boca en forma de disco se rodea de tentaculos dispuestos usualmente en
multiplos de seis, que participan en la captura de presas o como defensa (Figura
2). Las anémonas se caracterizan por poseer mdltiples tentaculos conicos,
digitiformes o ramificados concéntricos a la boca, generalmente en multiplos de
seis. Carecen de una cubierta corporal y viven de manera solitaria o clonal (Brusca
y Brusca 2003).

~ Tentaculo

- Boca
Dises oral - ‘; % ', : / Eee Sifonoglifo

Septo
complato

Filamenlos
mosentéricos
Masculo
saptal

Sopto ¢
incompleto

> Digco pedio

e ! "oy

Acontloz

Figura 2. Esquema del corte transversal de un polipe de antozoario. Los antozoarios se caracterizan por
poseer mitltiples tentdculos concéntricos a la boca y un disco pedic con el que se adhieren al swstrato
(obtenida de www.asturnatura.com}.

11.2. Aparato venenoso

Los cnidarios poseen estructuras punzantes o adhesivas, llamadas cnidae, tienen

funciones diferentes incluyendo captura de presas, defensa, locomocion y




adhesién. Se producen en células ilamados cnidoblastos, que se desatrollan a
partir de las células intersticiales en la epidermis y en muchos grupos, de la
gastrodermis. Una vez que la ¢nida se forma completamente se le llama cnidocito.
Los cnidae de antozoarios carecen de cnidocil, que es un mecanoreceptor en
forma de cilio que al ser estimulado descarga el nematocisto; en lugar de cnidocil

poseen una hoja apical tripartita (Brusca y Brusca 2003).

Los cnidocitos son mas abundantes en [a epidermis de la region oral y sobre todo
en los tentaculos donde a menudo se les llama “baterias de nemastocistos™
(Brusca y Brusca 2003).

A) B}

aguijon

disparador
{cnidocilio} opérculo

articulado filamento

cépsula oo

. tentaculo

Figura 3. Esquema de nematocistos. A) Se observa la ubicacion de los nemastocistos, se concentran en la
epidermis, sobre todo de la regién oral, en los tentaculos (tomado de herramientas.educa.madrid.org). B)
Esquema que muestra la diferencia entre un nematocisto (izquierda) y un espirocisto (derecha), difieren
principalmente en la forma, la cdpsula y la ornamentacién del flagelo (Tomado de
http;//www.invemar.org.co).

Se han descrito unas 30 clases de cnidae. Los antozoarios poseen espirocistos
(Fig. 3 B), con capsulas de pared Unica que contienen mucoproteinas o
glucoproteinas, los tubulos adhesivos se enrollan y adhieren a la victima en lugar
de penetrarla (Brusca y Brusca 2003).




I.3. Toxinas de anémonas y su efecto fisiolégico

Las toxinas que conforman el veneno de las anémonas actlan sobre canales
idnicos, aunque las hay también con actividad citolitica e inhibidoras de proteasas.
Las dos clases de toxinas provenientes de anémonas mejor caracterizadas, son
las toxinas de & kDa, que actian uniéndose a los canales ibnicos dependiente de
voltaje y las citolisinas de 18-20 kDa, formadoras de poros en la membrana de las
células (Norton, 2009). Para una mejor clasificacion de las toxinas se han

dispuesto en grupos conforme su tamaiio y funcién efectora (Tabla 1).

Tabla |, Clasificacion de las toxinas de anémonas vy su blanco de accidn (fomada de Norfon, 2009)

Toxina Especie

Toxinas canal Na+

Largas Tipo 1 ATXI(As 1) Anemonia sulcata Na,1

Anthopleurina A A. xanthogrammica Na,1

Anthopleurina B A. xanthogrammica Na,1

CgNa Condylactis gigantea Na,1
Largas Tipo 2 Shi Stichodactyla helianthus  Nay1 (cangrejo)
Cortas Tipo 3 ATX I (As I Anemonia sulcata Na,1 (cangrejo)
Otras APETx2 A. elegantissima ASIC3
Toxinas canal K+

ShK Stichodactyla helianthus  Kv1, IKCa

BgK Bunodosoma granulifera  Kv1, IKCa

{molusco)

BDS-1 Anemonia sulcata Kv3.4
Actinioporinas APTEX1 A.elegantissima HERG
{nhibidoras de Equinatoxina Il Actinia equina Membranas c/
Fosfatasa esfingomielina

Sticholisina 1 Stichodactyla helianthus Membranas c/

esfingomielina

Las toxinas de anémona tienen un amplio espectro de respuestas, que en general

se pueden interpretar como ganancia de funcidn, esto es por el efecto de duracion




del potencial ya que siempre produce cambios en la actividad de los tejidos
excitables (Wanke ef al., 2009).

La actividad paralitica y letal del veneno de las anémonas fue investigada por
Murayama y colaboradores (1972}, quienes demostraron que la fraccidn téxica de
la anémona Condylactis gigantea, causa un retraso en el cierre de la corriente de
sodio en el axén gigante de crustaceos. La apertura continua de los canales de
sodio sensibles al voltaje (Navs) causan la hiperpolarizacion de la membrana, con
la consecuente entrada de calcio y la prolongacion de la fuerza contractil (Moran et
al., 2009).

11.4. Caracteristicas del género Conus

Los caracoles marinos (familia Conidae) son moluscos gasterépodos del género
Conus, que comprende alrededor de 500 a 700 especies reportadas a la fecha. Se
distribuyen ampliamente en los mares tropicales (Duda y Kohn, 2005; Han et a/,
2007). Algunas especies se han adaptado a aguas frias, pueden ser encontradas
a profundidades mayores a los 100 metros (m). Habitan en los sustratos arenosos,

rocosos, camas de pastos marinos o adheridos a rocas (Diaz ef al., 2005).

Los Conus se caracterizan por mostrar conchas conicas, de diversos colores y
patrones llamativos; con variacién de tamafio, que en los ejemplares adultos, va
desde uno hasta los 22 cm (Rockel! et al., 1995). Los cdnidos son, en su mayoria,
de hébitos nocturnos que cuentan con un par de 0jos, pero su visién es pobre y se

considera que son quimiosensitivos (Terlau y Olivera, 2004).




Figura 4. Conchas de tres especies de Corus que habitan en las costas de Baja California. De izquierda a
derecha; C. californicus, habita en la regién intermareal del Océano Pacifico; C. ximenes v C. regularis,
habitan en la regién intermareal del Golfo de California y costa del Océano Pacifico.

Las conidos pueden clasificarse de acuerdo al tipo de alimentacién en tres grupos;
los vermivoros, que constituyen al grupo con mas especies reportadas, se
alimentan principalmente de poliquetos, pero pueden alimentarse de
hemicordados y equiuridos; los llamados moluscivoros, en donde se estima que
hay alrededor de 70 especies y se alimentan de otros gasterépodos; y por ultimo,
los piscivoros, que constituyen el grupo de coénidos mejor caracterizado. Los
Conus piscivoros se dividen en dos grupos, de acuerdo a su estrategia de caza: 1)
“linea y anzuelo™ son aquellos conos marinos que utilizan su probéside larga y su
diente en forma de arpdn para capturar un pez; 2) “pesca con redes” se refiere a
aquellos Conus que distienden su boca para atrapar peces, antes de que sean

inyectados con veneno por el diente radular (Olivera, 1997).

II.5. Aparato venenoso

Los conos marinos desarrollaron un mecanismo especializado para la caza y
captura de sus presas, el cual también les es util como defensa y competencia. El
aparato venenoso (Figura 5), consiste principalmente en un conducto, donde el

veneno es sintetizado y almacenado; un bulbo venenoso, que se cree sirve para




impulsar el veneno desde el conducto; la probdside y una modificacién de un
diente radular hueco que funciona como aguja hipodérmica con el que inyectan el
veneno (Norton y Olivera, 20086).

La produccion del veneno y la manera en que es inyectado a la presa, se da

basicamente en tres pasos:

1) Sintesis, proceso y plegamiento de las toxinas ocurre en el conducto
venenoso. El extremo proximal del conducto estd provisto de un musculo, el
bulbo. El extremo distal del conducto entra a la faringe, justo antes del eséfago.
Los dos extremos, proximal y distal difieren en grosor y en contenido venenoso. La
sintesis, modificaciones post-traduccionales y formacién de granulos venenosos
permanece incierta. Se piensa que estos granulos participan en la sintesis de las
toxinas, pero no hay evidencia contundente de que contengan péptidos activos
(Marshall et al., 2002).

2} Generacion y almacenamiento del diente radular y la transferencia de éste
hacia la punta de la probéscide. Los dientes son generados y almacenados en
el saco radular. Cuando se utiliza un diente, se transporta individualmente hacia la
faringe. En este momento, el diente se encuentra vacio, sin veneno. E| veneno se
desplaza hacia la faringe directamente desde el conducto venenoso, al menos asi
ocurre en C. californicus. Finalmente la probéscide se exiiende con ei diente
radular cargado de veneno (Kohn ef al., 1960; Marsh, 1997; Marshall ef al., 2002).
3} Insercidn del diente en la presa e inyeccion del veneno. El bulbo venenoso
es un musculo que se cree provee la fuerza para el disparo del diente vy la
consecuente inyeccion del veneno (Olivera, 1997), sin embargo algunos autores
consideran que seria mas factible que el musculo de la probéscide diera la fuerza
necesaria para la inyeccién del veneno (Kohn y Hunter, 2001; Marshall et al, 2002;
Stewart y Gilly, 2005).
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Figura 5. Esquema del aparato venenoso del género Conus. Las partes que lo conforman son: diente radular
(DR), probdside (P), saco radular (SR), es6fago (E), conducto venenoso (CV), glandula salival (GS} y bulbo
venoso (BV) (Modificada de Olivera et «f., 2002)

Los conidos son considerados como unos de los animales marinos mas exitosos
en términos evolutivos, esto se atribuye al desarrollo de venenos con toxinas
especializadas, que utilizan para diversos propdsitos, asi como su sistema

eficiente de inyeccién de veneno.

Il.6. Conus ximenes (Gray, 1839)

Los ejemplares de C. ximenes se caracterizan por poseer conchas de color marfil
con puntos o manchas marrén arreglados de manera lineal con orientacion
vertical, con una abertura de color lavanda. El tamafio de las conchas varia entre
17 hasta 40 mm de longitud. Se distribuyen desde las costas de Baja California,
México llegando hasta Panama. A pesar de que su biologia no se ha descrito a
fondo; se sabe que habita en terrenos arenosos, por lo que podria alimentarse de

poliquetos y otros gusanos. Es un espécimen de habitos nocturnos (Tucker, 1985).
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1.7. Conus regularis (Sowerby, 1841)

La concha de C. regulfaris tiene forma un poco mas alargada que C. ximenes,
posee manchas de color marrén a naranja, dispuestas en patrones verticales con
ornamentaciones horizontales. La abertura es blanca y el labio ligeramente
curvado hacia afuera. El tamario de sus conchas se ha descrito entre los 36 y 57
mm de longitud. Su distribucion va desde el Golfo de California, hasta el sur de
Panama, pudiendo llegar a las costas de Pert (Kerstitch y Bertsch, 1998). Habita
en la zona intermareal de sustratos lodosos (Kenn, 1971; Gonzalez-Villareal,
2005). Por el tipo de habitat en que se encuentra, se presume que se alimenta de

poliquetos y otros gusanos.

I1.8. Conus californicus (Hinds, 1844)

El gasteropodo C. californicus, se encuentra en las costas del Océano Pacifico,
desde San Francisco California llegando a Cabo San Lucas, Baja California Sur y
es el unico Conus reportado en esa localidad (Hanna y Strong, 1949). Habita en la
zona intermareal sobre pastos marinos y sustratos lodosos, esta bien adaptado a

aguas frias. Su concha es de color marrdn, de 20 a 36 mm de longitud.

Debido a la falta de competencia con otros cdnidos, se ha reportado que C.
californicus se alimenta de una gran variedad de organismos, tales como peces,
moluscos y gusanos (Kohn, 1966; Stewart y Gilly, 2005). En el 2010 J. Biggs v
colaboradores observaron que C. californicus puede organizar una estrategia de
caza cooperativa y de esta forma capturar presas de tamario mayor al suyo. Se
demostrd también que se alimentan de crustaceos, estas son caracteristicas

alimentarias nuevas y diferentes a las reportadas para otros conidos.

El veneno de C. californicus difiere en varios aspectos de la mayoria de los

venenos reportados para otros Conus. Dentro del veneno de C. californicus no
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podemos encontrar peptidos pertenecientes a las familias A y M. Los péptidos
provenientes del veneno de muchos de los Conus estudiados a la fecha
pertenecen en su mayoria a las familias A, My O (Biggs ef al,, 2010; Bernaldez ef
al., 2010).

I.9. Composicion del veneno del género Conus

La necesidad de poseer un veneno que actlie de manera rapida, llevd a los
conidos a desarrollar toxinas especializadas que |le proporcione ventajas durante
la caza (Olivera, 1997).

Se estima que el veneno de un solo caracol marino posee de 50 a 200
componentes bioldgicos activos. La mayoria son péptidos pequefios (6-40
residuos de aminoacidos), predominando los de 12 a 30 residuos de aminodcidos
(Olivera et al., 1990). Las toxinas de Conus muestran una serie de enlaces
disulfuro intramolecular, asi como modificaciones postraduccionales que favorecen
la presencia de a-hélices que estabilizan a la molécula y la hacen mas pequeiia
{Mclntoch ef al., 1982; Myers et al., 1990; Olivera et al., 1990).

11.10. Genética de las conotoxinas

Se sabe que el ARNm de cada conopéptido se traduce como un pre-propéptido
(70-120 aminodcidos), en donde se localiza el péptido activo, el cual esta
localizado hacia el C-terminal. Dicho precursor tiene una secuencia sefial tipica,
llamada regién pre (aproximadamente de 20 aminoacidos) y una regién variable, la
region pro (aproximadamente de 40 aminoacidos). Podemos encontrar una sefal
estandar para protedlisis (XR), antes de la secuencia del péptido maduro, que en
general se compone de 10-30 aminoacidos en promedio (Craig ef al., 1999,
Olivera y Cruz, 2001; Becker y Terlau, 2008).
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Los precursores son hidrolizados por enzimas proteoliticas para entonces generar
a la toxina madura (Figura 6). Generalmente en la misma superfamilia, la
secuencia sefial en el extremo N-terminal se encuentra bien conservada:; mientras
que el péptido maduro en el C-terminal difiere en gran medida excepto por los
residuos de cisteinas bien definidos. Lo que quiere decir que el arreglo de

cisteinas se conserva en el péptido maduro (Pi et al., 2006).

Precursor Peptidico
Pre-propéptido

120

[etelog

o ¢ Region Pre
X oo

Regién Pro

E Sec, XR
N COO

8

h
—
(5
o

Toxina madura |

N oo’

Figura 6. Precursor peptidico caracteristico de las conotoxinas (Tomada de Oman v Van der Donk, 2010).

Si tomamos en cuenta que de un total de 500 especies reportadas de conos
marinos se producen potenciaimente 50,000-100,000 conopéptidos diferentes en
sus conductos venenosos; deberia existir una enorme diversidad de genes. Sin
embargo el analisis de los péptidos sugiere que la mayoria de los 50,000 péptidos
estan codificados en aproximadamente 12 genes, los de las superfamilias de
conotoxinas, cada una de ellas posee un arreglo caracteristico de residuos de
cisteina; el cual es ensamblado en un enlace disulfuro particular, a esta unién

caracteristica se le llama "marco de lectura de enlace disulfuro™ (Bulaj ef al., 2003).
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11.11. Clasificacion de las conotoxinas

l.as toxinas del veneno de Conus, se pueden nombrar de dos maneras,

dependiendo |a presencia de enlaces disulfuro:

) Conopéptidos, son aquellas toxinas que poseen un solo enlace

disulfuro, como los contrifanos.
1)} Conotoxinas, se caracterizan por tener patron definido de cisteinas, con

2 y hasta 6 enlaces disulfuro.

En las conotoxinas, las cisteinas se presentan en arreglos, que van de 0-6
residuos de separacién a la siguiente cisteina, en la secuencia primaria. Para
clasificar a las conotoxinas se ha utilizado el patron de cisteinas presente en la
secuencia primaria del péptido y su "marco de lectura de enlace disulfuro™. En la
Figura 7 se muestran patrones de cisteinas, su enlace disulfuro y el blanco
molecular de cada conotoxina (Norton y Olivera, 2006). Los miembros de una
familia de Conus, también poseen similitud en las regiones pre y pro. La diversidad
de los conopéptidos se debe por la hipermutacion del extremo C-terminal en el

péptido maduro (Craig ef al., 1999).
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Figura 7. Diagrama organizacional de las conotoxinas. Se clasifican dependiendo la cantidad de enlaces
disulfuro. El marco de enlace disulfuro y los patrones de cisteinas de las conotoxinas derivan en motivos SS
caracteristicos de cada superfamilia (Tomada de Norton y Olivera, 2006).

I.12. Canal de sodio dependiente de voltaje y respuesta fisioldgica

Los canales de sodio dependientes de voltaje (VGSC por sus siglas en inglés) son
proteinas transmembranales compuestas por una subunidad aifa conservada que
forma el poro y subunidades auxiliares como subunidades beta en vertebrados
(Cestéle y Catterall, 2000).

La subunidad alfa es una proteina compuesta por 4 dominios homdlogos (D1-D4)
cada uno comprende 6 fragmentos transmembranales (S1-S6). La region
identificada que afecta principalmente al sitio de unién, se encuentra en el giro de

$3-S4 en D4 y es llamada sitio de unién 3.




16

El efecto fisioldgico que induce la unidn de ias toxinas en el sitio 3, es provocar un
retraso en la inactivacion del canal; asi permanece en su forma abierta por un
mayor tiempo y el potencial de accidon se prolonga (Wanke ef al., 2009). El
segmento S4 esta cargado positivamente y sirve como un sensor de voltaje que

inicia la activacion del canal de sodio (Cestéle y Catterall, 2000).

La accion de las toxinas de animales venenosos en los VGSC de las células, se
acompafa por un significante efecto tonico. La manera en que ocurre este efecto

ténico se da de la siguiente manera:

1) La toxina disminuye considerablemente la inactivacion del canal de sodio.

2) Este efecto aumenta la concentracion interna de sodio.

3) Elincremento de la concentracion interna de sodio desencadena la entrada
de calcio a través del sistema de intercambio de Na*/Ca*" que a su vez

incrementa la fuerza contractil (Moran ef al., 2009).

11.13. Canal de calcio dependiente de voltaje y respuesta fisioldgica

Los canales de calcio dependientes de voltaje (VGCC por sus siglas en inglés) son
proteinas transmembranales, compuestas por muitiples subunidades: a4, B, Y ¥
una subunidad a,B. La subunidad a4 permite al poro ser permeable a calcio. El
canal de calcio se arganiza en 4 dominics homdloges, cada uno posee 6 regiones
transmembranales. En la Figura 8 se observa las subunidades del VGCC (Doan
Lisa, 2010).
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Figura 8. Canal de calcio dependiente de voltaje (VGCC). La subunidad o, consta de 4 dominios homdlogos
que forman el poro, con 6 regiones transmembranales, La subunidad o, es esencial para la unién del ligando.
{Tomado de Doan Lisa, 2010).

Los canales de calcio dependientes de voltaje, poseen propiedades Unicas, como
el voltaje de activacion, conductancia del canal, grado de activacion y la
sensibilidad hacia blogueadores especificos. Se han clasificado en 6 tipos, se les
conoce como VGCC tipo L, P/Q, N, Ry T.

Los VGCCs se activan por la despolarizacién de la membrana. El calcio entra a la
celula y en muchos procesos actiia como segundo mensajero; algunos ejemplos
son durante la contraccidén muscular, neurotransmisién y expresion de genes
(Doan Lisa, 2010).

Se ha demostrado que los VGCCs tipo N, son los canales asociados con la
transmision sinaptica nociceptiva. Los canales de calcio tipo N, estan situados en
la membrana post y presindptica, en la sinapsis de los aferentes primarios y
lamina superficial de las neuronas de la substancia gelatinosa (Bao et al., 1998;
Westenbroek ef al., 1998; Soeda ef al., 2002).
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Il.14. Neurotransmision y neurotoxinas

Existen muchos estudios donde se ha demostrado la importancia de los canales
ionicos durante la transmisién neuromuscular. Esta funcién fisiolégica las hace
blanco de accion de muchos tipos de neurotoxinas, producidas por animales
VEeNnenosos como arafias, escorpiones, anémonas, moluscos, entre otros, para la

captura de su presa.

La liberacion de neurotransmisores desde las terminales nerviosas es influenciada
por la actividad de los canales de potasio, sodio y calcio, estos afectan la duracién
y frecuencia de liberaciones repetitivas neuronales (Massensini ef al., 2003; Motin
y Adams, 2008).

La activacion de nociceptores genera la propagacion del potencial de membrana a
lo largo del cuerpo de la neurona seudobipolar, que se encuentra localizada en el
ganglio de la raiz dorsal, hacia el asta posterior de la espina dorsal (Nieto y
Cruciani, 2008). Una terminal nerviosa de un aferente primario nociceptivo se
estimula por sefiales nocivas en tejidos periféricos, como los de la piel;
neurotransmisores, como ¢glutamato o sustancia P son liberados desde esas
neuronas, estimulando neuronas secundarias en la raiz dorsal en la espina dorsal,
quienes envian una segunda sefial hacia el cerebro (Motin y Adams, 2008;
Lawson y Wallace, 2010). En la Figura 9 se muestra la propagacion de los

impulsos dolorosos en la sinapsis neurcnal.
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Figura 9. Transmisién de estimulos nocivos. A) Potencial de accidn a lo largo del cuerpo de una neurona
(monograftas.com). B) La entrada de calcio a la terminal presindptica, causa la liberacion de
neurotransmisores en el espacic sindptico que finalmente llegardn a la membrana de la célula postsindptica
{obtenida de www.dfarmacia.com).
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Algunas de las toxinas aisladas de organismos marinos, que tienen como bianco
canales ionicos y participan en la propagacion del potencial de acciéon de las

neuronas implicadas en la respuesta nociceptiva son:

o APETx2 aislada a partir de Anthopleura elegantissima tiene como blanco de
accién el canal ASIC3, el cual es un canal de sodio sensible a acidez y pH.
El canal ASIC3 esta implicado en la transduccion del dolor asociado con
acidosis en tejidos isquémicos o inflamados (Diochot ef al., 2004). Se

encuentra en neuronas del sistema nervioso periférico.

o ATXIl aislada a partir de Anemonia sulcata por Béress y colaboradores
(1975), hoy en dia llamada A. viridio afecta el canal de sodio. Se ha
demostrado el efecto en la transmisién neuromuscular y potencial de accion
en neuronas aisladas de crustaceo y la inactivacion de la conductividad de
sodio por las toxinas ATXIl (Moran et al., 2009).

o APHC1 (Yaroslav ef al., 2008) péptido de 56 residuos de aa, aislado a partir
de la anémona Heteractis crispa. APHC1 es antagonista de los canales
TRPV1. Los canales TRPV inician la respuesta neuronal nociva, detectando

estimulos quimicos y fisicos.

o Las w-conotoxinas aisladas a partir del género Conus, como MVIIA
(Ziconotide) aislado a pariir del veneno de C. magus, actian sobre los
VGCCs tipo N, quienes son criticos en la transduccion de la informacion
nociceptiva, estos canales se sitlan en la membrana sindptica de los
aferentes primarios nociceptivos y lamina superficial de las neuronas de la

sustancia gelatinosa (Heinke et al., 2004; Motin y Adams, 2008).

o 803 pertenece a las conotoxinas de la superfamilia O. Tiene efecto

inhibitorio en la frecuencia de la corriente de caicio en cultivos de céluias
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del hipocampo. SO3 posee una similitud del 72% en la secuencia con
MVIIA (Wang et al., 2006) y se sabe que tiene efectos analgésicos para

dolores neuropéticos en animales experimentales (Lui et al., 2001).

o Se han reportado tres a-conotoxinas como antagonistas de receptores de
acetilcolina nicotinicos (hnAChRs por sus siglas en inglés) a9a10, PelA (C.
pergrandis), Vc1.1 (C. victoriae) y RglA (C. regius). Se demostré la
actividad analgésica de las a-conotoxinas, en modelos murinos de dolor
agudo y neuropatico (Mcltosh ef al., 2009)

o Bernaldez en el 2008 identificd, mediante electrofisiologia, una conotoxina
en el veneno del caracol C. californicus con actividad en VGCC. La
conotoxina purificada, se caracterizd como un péptido de 13 residuos de
aminoacidos, con cuatro cisteinas y dos enlaces disulfuro, con actividad en

canales de calcio en células neuronales de ganglio de rata.

o Martinez en el 2010, aislé una conotoxina a partir del veneno del caracol C.
regularis. La conotoxina se identificd como un péptido con ocho cisteinas y
cuatro enlaces disulfuro, con actividad sobre canales de calcio. Se tiene la
secuencia de 41 residuos de aminoacidos, con un peso molecular de 4279
Da. Contiene ocho cisteinas en su estructura primaria y se piensa que
pertenece a una nueva superfamilia, debido a que presenta un patrén de

cisteinas particular.

l.15. Fisiologia y tratamiento del dolor

El dolor se considera un problema de salud pUblica, que afecta a un 25-29% de la
poblacién a nivel mundial. En México no existen estudios epidemiol6gicos
concretos, pero en base a datos proporcionados por el IMSS, se ha declarado que

un 5% de los pacientes que acuden a consultas de medicina familiar, tienen
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padecimientos dolorosos crénicos. Las mujeres son mas vulnerables a este
padecimiento y se asocia también con la edad (Covarrubias-Gémez et al., 2010).
La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP por sus siglas en

inglés) define dolor como:

‘La experiencia sensitiva y emocional desagradable asociada a una lesién real o
potencial de un tejido; que incluye una serie de conductas visible y/o audibles que

pueden ser modificadas por el aprendizaje”

Se han descrito tres tipos de dolor segun su origen; nociceptivo, neuropatico y
psicogénico. Nos enfocaremos solamente en el dolor nociceptivo y neuropatico,
debido a que el dolor psicogénico es de naturaleza psicolégica y no por una
afectacion fisica.

o El dolor nociceptivo se produce por la activacion de receptores
especificos que no tienen proteccion mielinica ni estructuras adicionales
especializadas y estan ubicados en los tejidos, como piel, mdsculos,
visceras y articulaciones, asi como en los nervios. Al producirse una lesion,
se liberan iones que activan a los nociceptores liberando segundos
mensajeros (Nieto y Cruciani, 20086).

o El dolor neuropatico es el resultado de alteraciones durante la transmision
normal de los impulsos dolorosos. Se producen modificacicnes en las
propiedades eléctricas de las neuronas normales. Estas alteraciones se han
detectado en las terminaciones nerviosas periféricas, en el ganglio de la
raiz dorsal, en el asta posterior de la espina dorsal y en la corteza

somatosensorial (Nieto y Cruciani, 2006).

El manejo de dolor trae consigo algunos riesgos para el paciente. La Organizacion

Mundial de la Salud (OMS) establecid una escalera analgésica para facilitar la
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eleccion de la terapia (Figura 10). La escalera analgésica fue disefiada para tratar
el dolor oncolégico, posteriormente se aplicd en atencidon primaria del dolor agudo,

dolor post-operatorio, dolor neuropatico, asi como en el dolor cronico.

Escalera analgésica de la OMS

“COADNUVANTES: Gorticoides antideprasivos,
aiconvulsienaites ysnctladnas. ..

Figura 16. Escalera analgésica segiin fla OMS. La escalera analgésica se dio a conocer en 1986 y se basa en
dos parametros, la intensidad élgica y el tiempo escalonado (tomado de www .dfarmacia.com).

A través de los afos la escalera analgésica ha sufrido varias modificaciones,
debido a que la atencion del dolor debe ser individualizada. La intensidad del dolor
y su etiologia determinaran la eleccion para administrar el tipo de farmaco, la via
de administracion, la dosis y la duracién de la terapia, para lograr un alivio eficaz e
inmediato.

1. Primer escalon (dolor leve). La primera eleccién es la administracion de
paracetamol, en segunda linea los Antiinflamatorios No Esteroideos
(AINEs) con la introduccion de los Coxibs y en tercera iinea la analgesia
regional (Poggi e Ibarra, 2007). Los AINEs y los Coxibs deben ser indicados

a dosis reducidas, durante el menor tiempo posible y evaluando
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constantemente el riesgo cardiovascular y gastrointestinal de cada paciente
(Romero et al., 2008).

Segundo escalén (dolor moderado). Las dos primeras lineas son iguales al
primer escaldn, la tercera opcion: bloqueo de nervio periférico a una dosis ©
en infusién continua de opioides débiles (Poggi e Ibarra, 2007). Se continta
con la administracion de la codeina, pero se limita por sus efectos
secundarios, como tolerancia y habituacion. Se ha introducido el uso de
tramadol, este analgésico opioide de potencia moderada, retrasa el paso al

tercer escalon. (Torres, 1997).

. Tercer escaldn (dolor crénico). En las dos primeras lineas, se eligen los dos
primeros escalones, en tercer lugar. administracion epidural en infusion
continua de opioides fuertes (Poggi e lbarra, 2007). A demas de la
administracién de la morfina, se ha introducido farmacos como la
buprenorfina, fentanilo, hidromorfina, oxicodona y metadona. Las vias de
administracion son mas variables permitiendo una dosificacion mas
controlada, de manera gradual, iniciando con dosis minimas (Romero ef al.,
2008). Los opioides acttian principalmente sobre el sistema nervioso central
e intestino, actuando como agonistas de receptores y. Sin embargo también
presentan afinidad por los receptores & y kK (Goodman y Gilman, 1991).
Recientemente en el 2004, la FDA aprobd la introduccién de ziconotide,

como farmaco de uso intratecal para pacientes con dolor oncolégico.
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li. JUSTIFICACION

Existe una blsqueda continua de nuevos fratamientos para el dolor, que sean
seguros, de facil administracidn y mayor efectividad. Debido a esto, en necesario
encontrar por lo menos un compuesto que bloquee el dolor de manera periférica, a
partir del veneno de Anthopleura sp, asi como de tres caracoles marinos del

género Conus.
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IV. HIPOTESIS

En el veneno de Anthopleura sp, Conus ximenes, C. regularis y C. californicus

existe por lo menos un péptido con efecto analgésico periférico.
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V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo general

Aislar y caracterizar fracciones de toxinas de Anthopleura sp y tres caracoles

marinos del género Conus, que muestren efecto en la respuesta nociceptiva.

V.2. Objetivos especificos

V.2.1 Evaluar el efecto analgésico de los compuestos del veneno de Anthopleura

sp, C. ximenes, C. regularis y C. californicus.

V.2.2 Caracterizar quimicamente las toxinas de Anthopleura sp y C. ximenes

con actividad analgésica.
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VI. MATERIALES Y METODOS

V1.1 Colecta de organismos

VI.1.1 Anthopleura sp

Se realizaron dos colectas de 1 Kg de organismos de Anthopleura sp en la zona
intermareal del Kildmetro 100 de la carretera Tijuana-Ensenada Baja California. La
primera colecta se realizd durante el mes de agosto del 2010 y |la segunda durante
el mes de septiembre del mismo afio, previa consulta de prediccion de mareas,
otorgada por el Centro de Investigacion Cientifica y Estudios Superiores de
Ensenada (CICESE). Los organismos se desprendieron del sustrato rocoso con la
ayuda de una espatula sin lastimar la zona aboral del animal. Se transportaron
vivos al laboratorio dentro de una cubeta con tapa y un poco de agua de mar a
temperatura 18 £+ 1 °C.

Para su colecta se tom6 en cuenta el patron radiado en ia zona oral, asi como las
verrugas adhesivas dispuestas en filas en el cuerpo de la anémona. Se eligieron

los ejemplares aislados de 7 cm de diametro como minimo.

VI.1.2 C. ximenes, C. regularis y C. californicus

Se colectaron 70 ejemplares de C. ximenes en la zona intermareal de Bahia de los
Angeles, Baja California, México durante los meses de Septiembre y Octubre del
2010. Los caracoles marinos se transportaron vivos al Laboratorio de Biotoxinas
del CICESE en cubetas con agua de mar. Se lavaron con agua destilada, para
retirar los restos de arena y lodo. Se colocaron en tubos tipo Falcon de 50 mL y se

congelaron a -70°C hasta su utilizacién.
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l.os organismos de C. regularis se colectaron en el mismo sitio de C. ximenes y se

transportaron bajo las mismas condiciones descritas para dicho organismo.

La colecta de C. californicus se realizé en la zona intermareal del kildbmetro 48 de
la carretera Tijuana-Ensenada, los organismos se transportaron y procesaron bajo

las mismas condiciones implementadas para C. ximenes.

Las colectas de C. regularis y C. californicus las realizé el equipo del Laboratorio
de Biotoxinas del CICESE en el afio 2010.

VI1.2. Obtencion del veneno total

Vi.2.1. Anthopleura sp

La metodologia que se utilizé fue la misma empleada previamente en el
Laboratorio de Biotoxinas del CICESE por Prior Mier (2002) y Munro (2005).

El cuerpo completo de las anémonas se lavé con agua de mar para remover
sedimentos y piedras. Para la extraccién del veneno, se pesaron 1000 g de
anémonas (peso humedo) en una balanza Metler E 2000, y se mezcld con 1 L de
etanol al 30% durante 24 horas. La solucién scbrenadante se recuperd, se filtro y
se centrifugd a 4,500 x g a 4 °C durante 10 minutos. El scbrenadante se recupero,
se congeld a -70° C, se liofilizé y se conservé a .4 °C hasta su proceso. A la

solucion obtenida se le llamé veneno crudo de Anthopleura sp.

El veneno crudo, obtenido de la exiraccion con etanol, se dializé para eliminar el
exceso de sal y obtener el veneno total. Se pesaron 2 g del veneno crudo de
Anthopleura sp, se resuspendieron en 18 mL de agua destilada. La solucidn

anterior se centrifugd a 16,060 x g a 4 °C, se recuperd el sobrenadante y se coloco
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en una membrana MWCQO2000. Las membranas para didlisis que contienen el
veneno crudo, se colocaron en un recipiente con 3 L de agua destilada y se
mantuvieron en agitacién constante, a 4 °C por tres periodos de 3 horas cada uno.
El extracto contenido en la membrana de didlisis, se recuperd en un tubo limpio y
previamente pesado. Se congeld a -70 °C vy liofilizd. La solucion obtenida se le

nombrd veneno total de Anthopleura sp.

VI.2.2. C. ximenes

Para la obtencion del veneno total de C. ximenes, los organismos previamente
congelados, se centrifugaron a 4,500 x g a 4 °C por 10 min. Los organismos se
disecaron para obtener el conducto venenoso. El conducto venenoso se coloco en
un homogeneizador de vidrio con pistilo y se macerd con 500 UL de solucién C
(Anexo 3). Posteriormente se centrifugd durante 5 minutos a 10,000 xga4°Cy

se recuperd el sobrenadante en un tubo tipo Eppendorf limpio y previamente
pesado.

Se realizé una segunda maceracion del conducto venenoso con 500 uL de
solucion C (Anexo 3), se centrifugd durante 5 minutos a 10, 000 x g a 4 °C. El
sobrenadante se recuperé en otro tubo tipo Eppendorf limpio y previamente
pesado. El veneno total se congeld a -70 °C, se liofilizé y se almacend a 4 °C para
su utilizacién posterior. Se colocaron aproximadamente 20 conductos venenosos

por 1 mL de solucion C (Anexo 3)

VI.2.3. C. regularis y C. californicus

Las fracciones venenosas de C. regularis y C. californicus fueron otorgadas por el
Laboratorio de Biotoxinas del CICESE y forman parte de la coleccidén privada de
toxinas del mismo laboratorio. Los venenos se obtuvieron siguiendo la

metodologia que se utilizd en el apartado VI.2.2.
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Se utilizo el péptido puro CRP20a, con actividad sobre canales de calcio, aislado
durante la tesis "CARACTERIZACION BIOQUIMICA DEL VENENO DE CARACOL
MARINO C. regularis™ trabajo realizado por el MC Oscar Martinez (2010).

Se utilizaron los péptidos sintéticos obtenidos del veneno de C. californicus,
nombrados CCP1 y CCP2 (Bernaldez et al., 2010), con actividad sobre canales de
calcio.

VI.3. Cuantificacién de veneno total

VI1.3.1. Anthopleura sp

Se realizé una cuantificacion por diferencia de peso seco del veneno total. Una
vez liofilizado, el tubo que contiene la muestra se pesd y se realizd la
cuantificacién por diferencia de peso. Lo que se obtiene es el peso seco del
veneno iotal de Anthopleura sp y se nombrd As. Se almacené a 4 °C hasta ser

utilizado.

VI1.3.2. C. ximenes, C. regularis y C. californicus

La cuantificacion se realizd por diferencia de peso. La diferencia de peso, del tubo
en peso constante y el peso del tubo con el veneno obtenido en el apartado VI.2.2,

nos indica el peso seco del veneno total para C. ximenes.

La cuantificacion de veneno total de C. regularis y C. californicus se realizé
siguiendo la metodologia descrita para C. ximenes. Los péptidos CRP20a, CCP1y
CCP2 que se utilizaron durante el presente trabajo, se cuantificaron en nanodrop a
230 nm.
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Vi.4. Aislamiento de las toxinas

VIi.4.1. Anthopleura sp

Vi.4.1.1 Cromatografia de exclusion molecular

La purificacion de toxinas del veneno total de Anthopleura sp se realizd siguiendo
la metodologia utilizada por Sanchez y colaboradores (1996) y Standker y
colaboradores. (2006), con algunas modificaciones.

Se realizaron cuatro corridas del veneno total (As) de Anthopleura sp, dos de la
primera colecta y dos mas de la segunda colecta. Las corridas se realizaron en un

ambiente controlado de temperatura, a 16 °C.

Se utiliz6 una columna de exclusion molecular (50 x 1 cm) empacada
homogeéneamente con una resina Bio-Gel P 100 con un flujo de 2.5 mbL/hr. Como
fase movil se utilizd acetato de amonio 20 mM a pH 4.70. La columna se equilibrd
con 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. Una vez

equilibrada la columna, se aplico la muestra.

El veneno total As se resuspendid 1.7 mL de agua destilada, se centrifugé a 4,500
X g a 4 °C durante 5 minufos y se recuperé el sobrenadante. La muestra se aplicd
con ayuda de una pipeta larga, se tomaron 1.66 mL de la muestra. La fase mavil
se adiciond con precaucion de no perturbar ia columna. Las fracciones se
colectaron en tubos de vidrio con ayuda de un colector automatico Cygnet ™
facilitado por el laboratorio del Dr. Stefano de la Universidad Auténoma de Baja
California (UABC).
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Se colectaron 70 fracciones de 40 min y se midié la absorbancia a A= 280 nm en
celdas de cuarzo de 1 cc en un espectrofotdmetro SmartSpec 3000 (BioRad). Las
lecturas de absorbancia se graficaron en un programa computacional Microsoft

Excel y se concentraron de acuerdo a su perfil cromatografico.

VI.4.1.2 Cuantificacién de las fracciones obtenidas en la cromatografia de

exclusion molecular

Los compuestos pépticos presentes en cada fraccion se cuantificaron. Se midié la
densidad optica (DO) a una longitud de onda A= 280 nm en un nanometro
NanoVue GE, mediante el método BCA para cuantificacion proteinas. Se tomo en
cuenta que 1 DO= 1mg/mL de proteina (Current Prot. Prot. Scie., 2003). Las
fracciones obtenidas se congelaron a -70 °C, se liofilizaron y almacenaron a 4°C
hasta su utilizacién.

VI.4.1.3. Cromatografia liquida de alta presion de fase reversa (HPLC-RP por
sus siglas en inglés})

La purificacion final del veneno de anémona se llevo a cabo en un cromatégrafo
Varian ProStar, con una columna analitica C18 Perkin Elmer 5 ym (250 x 4.6 mm).
La columna se equilibrd con solucién A (Anexo 1) durante 15 minutos. Se
inyectaron 2mg/200uL de la fraccion AsF3. Se utilizé un gradiente de elucidn lineal
de 10-60% de solucién B (Anexo 2) y tiempo de corrida de 40 minutos.

Se colectaron picos individuales. La absorbancia de cada fraccion se midid a A=
280 nm. La columna se lavd con 100% de solucion B (Anexo 2) durante 15 min.
Las fracciones colectadas se congelaron a —50 °C, se concentraron al vacio en un
concentrador SpeedVac SAVANT y se almacenaron a 4 °C. Este trabajo se realizd
en el Instituto de Biotecnologia (IBT) de la Universidad Nacional Autonoma de

México (UNAM), campus Cuernavaca, Morelos.
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VI.4.1.4. Cuantificacién de las sub-fracciones de Anthopleura sp, obtenidas
de la re-purificaciéon por HPLC-RP

Las sub-fracciones liofilizadas, obtenidas de la re-purificacion por HPLC-RP, se
resuspendieron en agua tetradestilada. Se tomaron 2 uL de cada fraccion y se
midid la DO de los compuestos pépticos en nanodrop a A=280 nm, en el
Laboratorio del IBT de la UNAM, campus Cuernavaca, Morelos. Se utilizé agua
tetradestilada como blanco. Se tomd en cuenta que 1 DO= 1 mg/mL de proteina
(Current Prot. Prot. Scie., 2003).

V1.4.2. Conus ximenes

Vi.4.2.1 HPLC-RP

La muestra se prepard para la inyeccion como se describe a continuacion. Se
tomd una alicuota de 200 iL de veneno total y se centrifugd a 4,500 x g a 4 °C

durante 5 minutos, para eliminar restos celulares y particulas suspendidas.

La purificacion del veneno de C. ximenes se realizdé en un cromatodgrafo Agilent
110 (Agilent Technologies). Se utilizé una columna C18 Grace-Vydac 218TP54
(250 x 4.6 mm, 300 A) y una pre-columna Zorbax- Agilent C18 (Agilent
Technology, 4.6 x 12.5 mm, 5 ym). Las columnas se equilibraron con 100 % de
solucién A (Anexo 1) durante 15 minutos. Una vez equilibradas, se inyectaron
6mg/200 pL de veneno total de C. ximenes. La muestra se eluyd con solucion B
(Anexo 2) en un gradiente lineal de 0-60 % y tiempo de corrida de 60 min. Se

realizd un lavado con 100 % de solucion B (Anexo 2) durante 7 minutos.

Se colectaron fracciones de 5 minutos. La absorbancia de los componentes
pépticos se detectd a A=230 nm. Las fracciones obtenidas se congelaron a -70 °C,

se liofilizaron y se almacenaron a 4 °C hasta su utilizacion.
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VI.4.2.2 Re-purificacion de fa fraccion CXF10 de C. ximenes

La re-purificacion de la fraccion CXF10 se realizd mediante una serie de

cromatografias en HPLC-RP. El Laboratorio de Biotoxinas del CICESE, realizé la
re-purificacion de la fraccién CXF10.

VI1.4.2.3 Cuantificacién de las fracciones obtenidas por HPLC-RP

La cuantificacion de las fracciones obtenidas durante la purificaciéon del veneno

total de C. ximenes, se llevd a cabo de dos maneras.

Se calculd el drea bajo la curva de cada una de las fracciones. Se consideré que
el 100% del area bajo la curva corresponde a 6 mg, los cuales fueron inyectados a
la columna cromatografica. Cada pico corresponde a un compuesto con tiempo de
retencién y absorbancia propio. Con ayuda de un programa computacional Agilent
1100A se calculé el porcentaje de area bajo la curva que le corresponde a cada

pico y se estimé el equivalente en miligramos.

El segundo método utilizado y el que se tomdé como vélido para los analisis
bioloégicos posteriores, es el siguiente. Las fracciones liofilizadas se
resuspendieron en agua tetradestilada, se tomaron 2 L de cada una y se midi6 la
DO de los compuestos pépticos en nanodrop a A=280 nm, se utilizé agua
tetradestilada como blance. Se tomé en cuenta que 1 DO= 1 mg/mL de proteina
(Current Prot. Prot. Scie., 2003). Este trabajo se realizd en el Laboratorio del BT

de la UNAM, campus Cuernavaca, Morelos.

V1.4.3 Purificacion del veneno de C. regularis y C. californicus

La purificacién de los péptidos aislados a partir del veneno de C. regularis y C.

californicus, se llevd a cabo siguiendo la metodologia descrita en el apartado
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V01.2.1 para C. ximenes. Adicionalmente se continud con una serie de re-

purificaciones, este trabajo fue realizado por el Laboratorio de Biotoxinas del
CICESE.

VI1.5. Ensayos biolégicos

Los ensayos biolégicos se realizaron en las instalaciones del BT de la UNAM,
campus Cuernavaca, Morelos. El Bioterio de dicha institucién puso a disposicion
del proyecto todos los organismos utilizados durante los ensayos. Los animales
fueron tratados bajo las politicas de ética animal establecidos por el Bioterio
anteriormente mencionado.

VIL.6.1. "Hot-plate”

Las fracciones del veneno total de Anthopleura sp, C. ximenes, C. regularis y C.
calfifornicus se analizaron siguiendo el modelo de la placa caliente o "hot-plate” test
(Current Prot. Neuro., 1999) en raton. Se colocaron seis organismos por caja. Se
mantuvieron con comida estandar de laboratorio y agua ad libitum durante las 24
horas previc a su proceso. Se mantuvieron en ambiente controlado de
temperatura a 24 °C y con periodos de 12 horas de luz y 12 horas de obscuridad,

iniciando el ciclo a las 6:00 hrs. Cada raton se utilizé solo una vez.

Se utilizaron ratones machos CD1 con peso corporal de 23 + 2 g. Se utilizaron tres
ratones por grupo y controles. Se utilizé como control negativo, una solucion
amortiguadora de sales, PBS 1X (Anexo 4) y como control positivo nalbufina 10
mg/kg peso raton. Se inyectd cada uno de los ratones, la via de administracion fue
intraperitoneal (IP), aplicando 200 pL de muestra, asi como de los respectivos
controles. La primera lectura de anaigesia se fom6 30 minutos (min) post-
inyeccion. Los ratones se colocaron durante 30 segundos (s) sobre una placa

caliente ("Hot-plate™ LE7406) a 55 °C, se observd y registro el tiempo en que
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aparece la primera respuesta nociceptiva. La segunda lectura de analgesia se

realizd 45 min posteriores a la inyeccion de la muestra.

Las lecturas de analgesia se determinaron como latencia en segundos en que el
ratdbn muestra el primer signo de percepcion de dolor. Los ratones manifiestan la
percepcion de dolor térmico agudo, ya sea lamiéndose las patas traseras o
brincando. Se establecieron 30 s como limite maximo de exposicion al estimulo

nocivo, esto con la finalidad de evitar el dafio tisular en las patas del raton.

VI.5.2 Prueba de la formalina

La prueba de formalina (Hunkaar ef al., 1985; Murray ef al., 1988) se utiliz6 para
medir la actividad analgésica en el dolor persistente por inflamacion, de las
fracciones venenosas de Anthopleura sp, C. ximenes y lo péptidos puros de

C.regularis y C.californicus.

Se utilizaron ratones machos CD1 con peso corporal de 23 + 2 g, se etiquetaron
tres ratones por fraccion venenosa y por cada control. Se mantuvieron seis
ratones por caja, con comida estandar de laboratorio y agua ad libitum, en
condiciones controladas, con ciclo de luz-oscuridad 12/12 horas a 24 °C, iniciando

el ciclo a las 6:00 hrs.

Los ratones se aclimataron durante una hora antes de su proceso. En una caja de
plexiglas transparente se colocd a cada ratdn de manera individual. En tres de las
paredes de la caja se colocaron espejos, con la finalidad de observar la reaccion

del ratdon desde todos los angulos durante el ensayo.

Se inyect6 via IP 200 uL de cada fraccion venenosa de Anthopleura sp o de
Conus; asi como de cada control a utilizar. Como control negativo se utilizé6 PBS

1X (Anexo 4); como control positivo, ketorolaco 10 mg/kg peso ratén y tramadol 5
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mg/kg ratdn. Quince minutos post-inyeccidn, se inyectaron de manera subcufanea,
20 uL de formalina al 2.5% en la pata posterior derecha. El comportamiento de los
organismos se registré en video desde el minuto 1 hasta los 45 minutos
posteriores a la inyeccion de formalina. La latencia se midié durante el primer
minuto, se registraron los segundos que el ratdén se lamié el sitio de inyeccion.
Posterior al primer minuto, se observd y midid la percepcidn de estimulo doloroso

en infervalos de 5 minutos.

Los parametros dolorosos en la prueba de la formalina tienen muchas maneras de
interpretacion, van desde contar las veces de lameteo, utilizar una escala de dolor
del 0 al 3, contabilizar las veces que el ratdon sacude la pata y cuantificar el tiempo
que el ratén lame su pata en el sitio de inyeccion (Tjelsen ef al., 1992). Durante el
presente trabajo se tomdé en cuenta, el tiempo en segundos que el ratdn se lamid
la pata en el sitio de inyeccién. La cuantificacion de la respuesta dolorosa se
realizé visualmente, por lo tanto hay una probabilidad de que el conteo no sea cien
por ciento exacto y efectivo. Para ello se observd detenidamente cada video y se

repitio las veces necesarias, hasta obtener un conteo estandarizado.

V1.5.3. Disposicion de los organismos utilizados en las pruebas biolégicas.

La disposicién de los ratones utilizados en las pruebas biolégicas se llevé a cabo
mediante las buenas practicas y ética animal, se siguieron los protocolos
establecidos por el Bioterio del IBT, campus Cuernavaca, Morelos. Se realizd la
eutanasia. Los ratones se colocaron individuaimente en una camara de gas y se
suministré didxido de carbono (CG,). Los ratones se envolvieron en papel secante
y se colocaron en una bolsa amarilla, de residuos biolégico-infecciosos. La bolsa

fue recolectada por un especialista en manejo de residuocs.
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V1.6. Analisis de los datos

El andlisis de los datos se realizd con ayuda del programa computacional
Microsoft Office Excel 2007.

VI1.6.1. "Hot-plate”

La actividad analgésica se determind por el tiempo, latencia en segundos (s), que
el raton tarda en percibir el estimulo nocivo sobre la placa caliente. Se
establecieron 30 s como limile maximo de exposicion al estimulo nocivo, si
durante ese tiempo, el ratdn no manifestd signos de dolor, se tomd 30 s como la

latencia.

La latencia de las fracciones del veneno de Anthopleura sp ¢ de Conus, asi como
de los controles, se sometieron a un analisis. El resultado se mostré como la
media £ el error estandar de la media (S.E.M.) de la latencia a los 30 y 45 min
post-inyeccion. Se calcularon los intervalos de confianza (IC) para cada grupo, con
esta informacién se tiene una aproximacién, con un 95 % de confianza, de los
valores reales que representan a cada grupo. Los intervalos de confianza de los
grupos a evaluar y el control negativo, se compararon. Se considerd con actividad

analgésica, aquel grupo que su IC sea diferente respecto al control negativo

V1.7.2. Prueba de la formalina

La actividad analgésica de las toxinas de Anthopleura sp y Conus, se evalud en
base a la latencia. La latencia (s) se determiné como el tiempo que el raton se
lamid el sitio de inyeccion. El analisis de los datos colectados se dividié en dos
fases. La fase 1 corresponde del minuto 1 al minuto 5 post-inyeccidn. La fase 2

corresponde del minuto 11 al 45 post-inyeccion.
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Los datos obtenidos de la observacion de los ratones, se mostraron como la media
+ el error estandar de la media (SEM) para las dos fases. Se calcularon los
intervalos de confianza para cada grupo, y se hizo fa comparacion entre el control
negativo vy los grupos muestra. Con esta informacién se tiene una aproximacién,
con un 95 % de confianza, de los valores reales que representan a cada grupo.
l.os intervalos de confianza de los grupos a evaluar y el control negativo, se
compararon. Se consideré con capacidad analgésica, aquel grupo en que sus IC

sean diferentes respecto al control negativo.
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Vil. RESULTADOS

VII.1 Anthopleura sp

VIIi.1.1 Colecta de Organismos

Los organismos colectados se identificaron morfoldgicamente como Anthopleura
sp. Para su colecta se tomé en cuenta el patrén radiado en la zona aboral, asi
como las verrugas adhesivas dispuestas en filas en el cuerpo de la anémona. Se

eligieron los ejemplares aislados de 7 cm de didmetro como minimo.

VIl.1.2. Obtencion y cuantificacidn de veneno total

El veneno total de Anthopleura sp se obtuvo a partir de la metodologia descrita en
el apartado VI0.2.1 y VL.3.1.

De la colecta realizada en el mes de agosto del 2010, se obtuvo un total de 834.9
g de peso humedo, a partir de los cuales se obtuvieron 11.27 g de peso seco,
llamado "Veneno crudo As L.4".

De la segunda colecta se procesaron un total de 1055.2 g de peso humedo, de los
cuales se obtuvieron 10.89 g de peso seco, llamado "Veneno crudo As L.5-A"
Durante la filtracion del veneno de As L.5-A ocurridé un derrame del extracto, por tal

mative se abtuvo menor cantidad de extracto crudo.

En la Tabla Il se observan las cantidades obtenidas durante la extraccién del
veneno de Anthopleura sp de las dos colectas realizadas, asi como el veneno total

dializado.
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Tabla IL Veneno total obtenido a partir del extracto de veneno crudo para Anthopleura sp. Cuantificacién del
peso seco del veneno total.

Colecta
P. himedc 8349¢ 1055.2g

Veneno Crudo 1127 g 10.89 ¢

Veneno total * 1.408¢g 1369

¢ El veneno total corresponde al 12.5 % del veneno crudo (sin dializar). El
87.5 % del veneno crudo restante, podemos inferir pudieran ser, restos

celulares, asi como sales disueltas.

VIi.1.3. Purificacion y caracterizacién del veneno

Vil.1.3.1 Cromatografia por Exclusién Molecular

Como primer paso para la purificacion del venenc ftotal, se realizd una
. cromatografia por exclusion molecular de acuerdo a la metodologia descrita en el
apartado VI.4.1.1. Se realizaron 2 corridas del extracto liofilizado As 14 y 2
corridas del extracto As L5-A. '

Se obtuvieron 75 fracciones de 40 min, nombradas Asl.4 EMF1 a Asl.4 EMF75. La
absorbancia de cada fraccibn se midid a A=280 nm. Los datos obtenidos se
graficaron con ayuda del programa computacional Microsoft Excel (Figura 11). Se
realizaron diluciones 1:100 para las fracciones Asl.4 EMF21 a la EMF44 por haber
obtenido valores de Abs por arriba de 2.50, salen del rango confiable de la

concentracion de compuestos.
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Figura 11. Cromatografia de Exclusion Molecular para As [.4. Columna Bio-Gel P 1000, acetato de amonio
20mM pH 4.7 como fase mévil, a flujo de ~ 2.5 mlhr. Se colectaron fracciones de 40 min y se midi6

absorbancia a 2=280 nm. Recuperacion del 36.72%

La Figura 11 es un cromatograma caracteristico de las corridas C4 y C5 del
veneno total As 1.4. Podemos visualizar un pico mayoritario y tres menores. Las
cuatro fracciones se concentraron y se nombraron Asl.4 F1 a F4 de acuerdo con el

perfil cromatografico. Las fracciones AsF1 a la F4 se cuantificaron (Tabla llI).

Tabla HL Cuantificacion péptica de las fracciones obtenidas durante las cromatografias (C4 y C5) de
exclusion molecular, del veneno total de As 1.4

Fraccion. Volumen DO A=280

Asl.4F 1
Asl4F 2 4.0 mi 5.0 20.0
Asl4F 3 40m . 3.76 15.04

Asl4F 4 4.0 ml 0.215 0.86
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Para las 2 corridas del extracto venenoso As |.5-A el cromatograma fue similar al
de la Figura 11. La cromatografia de exclusién molecular para As |.5-A se realizd

bajo las mismas condiciones empleadas para el veneno total liofilizado As [.4.

VI1.1.3.2 Ensayo biolégico "Hot-plate”

Las fracciones Asl.4 F2 y F3 de Anthopleura sp se analizaron mediante la prueba
de la placa caliente o "Hot-plate” segliin la metodologia descrita en VI1.5.1. Para
asegurar que las cuantificaciones pépticas fueran correctas, se realizaron nuevas
mediciones. Las fracciones Asl.4 F2 y F3 se cuantificaron en un espectrofotometro
en el Laboratorio del IBT de la UNAM, campus Cuernavaca, Morelos (Tabia IV).
Se observo una variacion en la cuantificacién, que pudo ocasionarse por el manejo
de la muestra. Las dosis utilizadas durante la prueba de la placa caliente, se

prepararon en base a las cantidades de [a Tabla IV.

Tabla IV. Cuantificacidn de compuestos pépticos en las fracciones de Anthoplewra sp Cuantificacion de
proteinas por el método BCA en un espectrofotémetro a 2= 280 nm, Se utilizdé agua tetradestilada como
blanco.

Fraccion

Asl4 F2
Asl.AF3 16.82

Se inyectaron 4.12 ug/g de peso corporal de ratén, tanto de la fraccion Asl.4 F2

como de la fraccion Asl.4 F3.

Se realizd el analisis de todos los datos obtenidos durante el ensayo de "Hot-

plate”. Para evaluar el efecto analgésico de cada fraccidn, se compararon los IC




45

contra el control negativo. Se considerd con capacidad analgésica, el grupo que
sus IC sea significativamente diferente respecto al control negativo (Fig. 12).

A) B}
*
35 4 35 -
30 - 30 -
@ 25 1 & 25 -
.g 20 - S 20 -
g 15 - § 15 -
3 10 - 8 10
5 - 5 -
0 0
Asl.4F2 Asl.4F3 C(+) C(-} Asl.4F2 Asl4AF3  Cl+) C{-}
Grupaos Grupos

Figura 12. Analisis del efecto analgésico de Anthopleura sp durante el ensayo "Hot-plate”. Se representa con
barras, las medias + SEM n=3 ratones machos adultos CD1. Se inyectaron 200 pl via IP las fracciones y del
control negativo C () PBS 1X (Anexo 4) y C(+) nalbufina 10 mg/kg peso ratén. A) Actividad bioldgica de las
fracciones Anthopleura sp a los 30 min post-inyeccién., B) Actividad bioldgica de las fracciones de
Anthopleura sp a los 45 min post-inyeccion. Al comparar los IC, se observd una diferencia significativa entre
la fraccién Asl.4 F3 con respecto al C (<) *.

Los datos obtenidos del analisis estadistico para el ensayo "Hot-plate” del veneno
de Anthopleura sp, mostraron un efecto analgésico en la fraccion Asl.4 F3. Se
realizé una re-purificacion de la fraccion Asl.4 F3.

VIl.1.3.3 Re-purificacion de la fraccion Asl.4 F3

Se realizo una re-purificacion de la fraccion Asl.4 F3 por HPLC-RP como se indico
en el apartado VI1.4.1.3, trabajo realizado en el Laboratorio del IBT. En Ia Figura 13
tenemos el cromatograma de la re-purificacién de la fraccion Asl.4 F3 del veneno
de Anthopeura sp. Se recuperaron 18 picos mayoritarios; de los cuales se
utilizaron del pico AsP5 al pico AsP13 para el ensayo biologico de la placa
caliente. ‘
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Figura 13. Cromatograma obtenido de la purificacién de la fraccién Asl.4 F3. Se realizé una cromatografia
de alta presién de fase reversa en una columna C18 Perkin Elmer 5 pm (250 x 4.6 mm), se utilizé un
gradiente de elucién lineal de 10-60% AcN, con un tiempo de corrida de 40 minutos y flujo I ml/min. La
columna se equilibrd durante 15 min con 100% de sol. A (Anexo 1), se inyectaron 200 uL de Asl.4 F3 y al
finalizar la corrida, se lavd con 100% de sol B {Anexo 2) A= 280 nm. Se colectaron, individualmente, los
picos mayoritarios. Se nombro a cada pico obtenido AsP1 al AsP13 de acuerdo con su tiempo de retencién en
la columna.

La cuantificacion de las sub-fracciones AsP5 hasta la P13 se realizdé en el
nanodrop del Laboratorio del IBT. En la Tabla V se muestran la cuantificacion de

compuestos pépticos de cada sub-fraccion de Asl.4 F3.
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Tabla V. Cuantificacion de las sub-fracciones obtenidas por HPLC-RP de Asl.4 F3, mediante la
medicion de DO en nanodrop, utilizando agua tetradestilada como blanco.

Sub-fraccion Cantidad

{1g)
AsP5 36.2
AsP6 63.3
AsP7 68.3
AsP8 26.7
AsP9 30.7
AsP10 55.7
AsP11 120.3
AsP12 1134
AsP13 208.6

Vil.1.3.4. "Hot-plate” para las sub-fracciones de Asl.4 F3

Los picos AsP5 al AsP13, obtenidos de la re-purificacion de Asl.4 F3 mediante
HPLC-RP, se utilizaron para un segundo ensayo de "Hot-plate”, siguiendo la
metodologia del apartado VIi.5.1. Se decidi¢ inyectar cantidades distintas de cada
sub-fraccion (Tabla V). Se tomd como parametro inicial, l[as cantidades obtenidas
durante el HPLC-RP, se prepararon 6 alicuotas en total, para dos ensayos,
considerando un excedente.

Tabla VL Dosis utilizadas en "Hot-plate” de las sub-fracciones de Asl.4 F3. Se uiiliz6 PBS 1X (Anexo 4)
como vehiculo.

Sub-fraccion ugl/g raton
AsP5 0.25
AsP6 0.45
AsP7 0.48
AsP8 0.19
AsP9 0.21

AsP10 0.39
AsP11 0.85
AsP12 0.80
AsP13 1.48
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En la Figura 14 se observa el analisis del ensayo "Hot-plate™ para las sub-
fracciones AsP5 a la AsP13 de Anthopleura sp.
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Figura 14. Analisis del efecto analgésico de las sub-fracciones Asl.4 F3durante el ensayo de "Hot-plate”, Se
muestran con barras las medias £SEM n=3 ratones machos CD1. Se inyectd 200 ul via IP cada sub-fraccidn,
asi como de los controles negativo PBS 1X (C-) v positivo (C+) nalbufina 10 mg/kg. A) "Hot-plate” a los 30
minutos post-inyeccion. B) “Hot-plate” a los 45 minutos post-inyeccion. La actividad analgésica se demostro,
obteniendo diferencias significativas, respecto al C(-), en las sub-fracciones P7 a los 30 y 45 min y para P8,
P12 y P13 a los 30 minutos Gnicamente *.
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Con el andlisis comparativo de los IC, se observé la actividad analgésica
significativa, de la sub-fraccidn AsP7 sobre la placa caliente a los 30 y 45 minutos
post-inyeccion. Para las sub-fracciones AsP8, P12 y P13, se observé un efecto
analgésico Onicamente a los 30 min post-inyeccion. Se continud la evaluacion del
efecto analgeésico, con la sub-fraccidbn AsP7, debido a que mostré actividad

antinociceptiva durante los dos tiempos de muestreo.

VIL.1.3.5 Prueba de la formalina para la sub-fraccién AsP7

La capacidad analgésica de la fraccion AsP7se evalud mediante un segundo
ensayo bioldgico. La prueba de la formalina se realizé siguiendo la metodologia
descrita en el apartado V1.5.2.

Se colectaron los datos y se realizé un analisis que se dividid en dos fases como

se indica en el apartado VI.7.2.

Para evaluar el efecto analgésico de la fraccidbn AsP7, se realizd6 una prueba
comparativa de los IC del péptido contra el control negativo PBS 1X (Anexo 4).
(Figura 15).
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Figura 15, Andlisis del efecto analgésico de AsP7 durante la prueba de la formalina. Se muestra con barras la
media + SEM n=3 ratones machos CD1. A) Actividad analgésica de AsP7 fase 1. B) Actividad analgésica de
AsP7 fase 2. Se observd una diferencia significativa comparada con el control negativo PBS 1X (Anexo 4) *,

De acuerdo el analisis de los datos, se observé un efecto analgésico significativo
de la sub-fraccion AsP7 con respecto al control negativo durante el dolor
persistente de la fase 1 y 2 en la prueba de la formalina. Se observa una
disminucion del 57.3% en la percepcién del dolor durante la fase 1 y un 88%

durante la fase 2.

Vil.2. C. ximenes

Vil.2.1. Colecta de organismos, obtencion y cuantificacién de veneno total

La colecta fue realizada por el equipo de Biotoxinas del CICESE. Los 70

organismos colectados, se identificaron morfologicamente como C. ximenes.

Para la obtencion del veneno total de C. ximenes se siguid la metodologia descrita
en el apartado VI.2.2. Se obtuvieron por diferencia de peso seco 38 mg de veneno

total de C. ximenes.
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VIl.2.2. Purificacién y caracterizacion del veneno

Vi.2.2.1. HPLC-RP

La purificacion del veneno total de C. ximenes se realizé en base al apartado
VI0.4.2.1. Se colectaron fracciones de 5 minutos, obteniendo 13 fracciones que se
rotularon como CXF1 a CXF13 (Figura 16).

En el cromatograma de la purificacion por HPLC-RP del veneno total de C.
ximenes, podemos observar la presencia de aproximadamente 45 componentes,

que coincide con lo reportado por el Laboratorio de Biotoxinas del CICESE en

purificaciones anteriores.
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5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 6
Tiempo (min)
F1 EZ2 F3 F F& F& F7 F& F% F10 F11 F1Z F13

Figura 16, Cromatograma de la purificacién del veneno total de C. ximenes. Se realizé un HPLC-RP, se
inyectaron 6 mg de veneno total de C. ximenes en una columna C18 Grace-Vydac 218TP54 (250 x 4.6 mm,
300 A) y una pre-columna Zorbax- Agilent C18 (Agilent Technology, 4.6 x 12.5 mm, 5 pum). Se utilizé un
gradiente lineal de elucién de 0-60% de AcN con un tiempo de corrida de 60 minutos y flujo de 1 mL/min. Se
midié la absorbancia de los componentes pépticos a A=230 nm. Se colectaron fracciones de 5 minutos y se
rotularon como CXF1 a CXF13.
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La cuantificacion de las fracciones obtenidas durante la purificacién del veneno de
C. ximenes, se llevd a cabo de dos maneras como se mencioné en al apartado
V1.4.2.3. Se establecié que la cuantificacion calculada por el métode de area bajo
la curva, estaba sobreestimada y se descartd su validez para el célculo de dosis

en 10s ensayos biolégicos.

En la Tabla VIll se muestra la cuantificacion de las proteinas presentes en las
fracciones de C. ximenes, obtenidas por la medicién de DO de los compuestos
pépticos a A=280 nm en el nanodrop propiedad del Laboratorio del IBT, campus
Cuernavaca, Morelos.

Tabla VIL Cuantificacién de las fracciones obtenidas durante la purificacion del veneno total de C. ximenes.

Fraccion Cantidad (pg)
CXF2 361.29
CXF3 549.05
CXF4 309.774
CXF5 384.79
CXF86 98.09
CXF7 187.10
CXF8 75.13
CXF9 247.06
CX10 78.54
CXF11 105.01

CXF12 87.08
CXF13 25.71

A partir de las cantidades de [a Tabla Vil, se realizaron los célculos para elaborar

las dosis que se utilizaron en los ensayos bioldgicos.
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VIL.2,2.2. "Hot-plate”

Los ensayos bioldgicos de dolor agudo en modelo murino, se realizaron como se
describid en la seccion VI.5.1. En la Tabla VIl se muestra la cantidad inyectada
por la via IP de cada fraccion. Se inyectaron cantidades no equiparabies de cada

fraccion.

Tabla VHI. Dosis inyectada via IP de las fracciones de veneno total de . ximenes durante el ensayo de "Hot-
plate”. Se utilizé PBS 1X como vehiculo.

Fraccion

ng/gr
raton

CXF3 1.73
CXF4 1.04
CXF5 1.12
CXF6 0.67
CXF7 0.4
CXF8 0.11
CXF9 0.4
CXF10 0.33
CXF11 0.37
CXF12 0.2
CXF13 0.1

En la Figura 17 se muestra la respuesta de los ratones inyectados con las
fracciones de veneno de C. ximenes durante el ensayo "Hot-plate”. Para
determinar la actividad analgésica, se compararon las medias + el error estandar
de la media (SEM), de cada fraccion con el control negativo. Se tomd como
referencia los IC y se considerd un efecto analgésico significativo, cuando estos

son diferentes respecto al control negativo.
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Figura 17, Actividad analgésica de las fracciones de veneno de C. ximenes durante "Hot-plate”. Se muestran
con barras las medias +SEM n=3 machos CD1. Se inyect$ 200 uL via IP cada fraccidn, asi como los controles
negativo, PBS 1X (C-) y positive (C+) nalbufina 10 mg/kg. A) Actividad analgésica a los 30 min post-
inyeceion. Se observé una diferencia significativa con respecto al C (-) para la F14, B) Actividad analgésica a
los 45 min posi-inyeccion. Se observd una posible actividad analgésica en la fracciéon F11 y F12 del veneno
de C. ximenes * . !

La fraccién CXF10 mostrd actividad analgésica a los 30 minutos post-inyeccion,
mientras que la fraccion CX11 y CX12 a los 45 minutos post-inyeccion, se
encuentran en el limite considerado como efecto analgésico. Se eligié la fraccion
CXF10 fraccidon por ser la de mejor perfil cromatografico. Se realizd una re-
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purificacién de ia fraccion CXF10 en colaboracién con el Laboratorio de Biotoxinas

del CICESE. Las sub-fracciones se analizaron con el ensayo de la formalina.

VIl.2.2.3. Re-purificacion de la fraccion CXF10

En la Figura 18 se muestra el cromatograma de la re-purificacién de la fraccién
CXF10 de donde se obtuvieron 4 sub-fracciones principales. Trabajo realizado por
el Laboratorio de Biotoxinas del CICESE

Abs 230 nm
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Figura 18. Cromatograma de la re-purificacidn de la fraccion CXF10 de C. ximenes. HPLC-RP de veneno
total de C. ximenes.

Las sub-fracciones obtenidas de la re-purificacién de la fraccion CXF10 se
nombraron CX10.1 a CX10.4 de acuerdo a su tiempo de retencion en la columna
de HPLC-RP.
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Vil.2.2.4. Prueba de la formalina para las sub-fracciones de CXF10

El ensayo se llevd a cabo de acuerdo al protocolo que se establecié en el apartado
VI.5.2. En la Tabla [X se muestra la cantidad inyectada de las sub-fracciones de
CXF10.

Tabla IX. Dosis inyectadas de las sub-fracciones CXF10 durante la prueba de la formalina

Sub-fraccion pg/gr raton

Los datos obtenidos durante el ensayo se colectaron y se realizd un analisis. Para
evaluar la capacidad analgésica se compararon los IC de cada sub-fraccién y el
control negative (Fig.19). Se considerd como significativo, aquellos grupos que su

IC mostrara diferencia respecto al control negativo.
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Figura 19. Analisis de los datos de las sub-fracciones de CX10 durante la prueba de la formalina. Las barras
represeitan la media 2SEM n=3 ratones machos CD1. A) Actividad analgésica de las sub-fracciones CX10
durante la fase 1. B) Actividad analgésica de las sub-fracciones CX10 durante la fase 2. Se observo actividad
analgésica para las sub-fracciones CX10.1 y CX10.2 durante la fase 2 *.
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Las sub-fracciones CX10.1 y CX10.2 mostraron una reduccion del dolor del 20.7 y
35.6 % respecto al control negativo durante la fase 1. Las sub-fracciones CX10.1y

10.2 presentaron una reduccion del dolor de un 44.5 y 51.9%, respectivamente,
durante la fase 2.

VII.3. Caracterizacion de toxinas de C. regularis

VIL.3.1. "Hot-plate” para CRP20a

El ensayo del péptido CRP20a se realizé segtn la metodologia descrita en el
apartado VI.5.1. En este ensayo la cantidad de péptido inyectado fue de 0.85 ug/g
de peso corporal del ratéon. En la Figura 20 se presenta el analisis del efecto
analgésico del péptido CRP20a durante la prueba de la placa caliente.
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Figura 20. Andlisis de la actividad analgésica del péptido CRP20a durante la prueba "Hot-plate”. Las barras
indican las medias +SEM n=3 ratones machos CD1. Se inyectaron via IP 200 pl del péptido, del control
negativo PBS 1X (C-) y control positivo nalbufina 10 mg/Kg (C+). A) Actividad analgésica de CRP20a 30
minutos post-inyeccién. B) Actividad analgésica de CRP20a 45 minutos post-inyeccién. Se observé una

diferencia significativa de la actividad analgésica de CR20a con respecto al C(-) a los 30 y 45 min post-
inyeccion *.
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La actividad analgésica del péptido CRP20a se mostré equiparable a la actividad
del control positivo.

Vil.3.2. Prueba de la formalina

La actividad analgésica del péptido CRP20a se siguié evaluando, mediante la
prueba de la formalina. La prueba de la formalina se llevd a cabo como se indicod

en el apartado VI.5.2, se inyectd la misma dosis que se utilizé durante el
“"Hot-plate™.

En la Figura 21 se muesira el analisis de los datos obtenidos durante la prueba de
la formalina para CRP20a. Los datos se agruparon en dos fases, como fase 1(1-5
min) y del minuto 11 al 45 post-inyeccién como la fase 2.
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Figura 21, Analisis del efecto anaigésico de C. regularis durante la prueba de la formalina. Se representan
con barras las medias £+ SEM n=3 ratones machos CD1. A) Actividad analgésica durante la Fase 1. B)
Actividad analgésica durante la Fase 2. Se observé actividad analgésica del péptido CRP20a en ambas fases.
Se realizd una prueba comparativa de los IC de CRP20a y €l control negativo PBS 1X {Anexo 4) *.

El péptido CRP20a redujo en un 53.3% la percepcidén del dolor durante la fase 1.

En base al andlisis comparativo, el CRP20a y el grupo control negativo, el
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CRP20a mostrd una analgesia significativa durante la fase 2 de la prueba de la
formalina, con una reduccion del dolor en un 77%.

Vil.4. Caracterizacion de toxinas de C. californicus

Vii.4.1. "Hot-plate”

La actividad biolégica de los péptidos sintéticos de C. californicus nombrados
CCP1 y CCP2 se evalud mediante "Hot-plate”. La metodologia que se siguio fue la
descrita en el apartado V1.5.1. La dosis que se utilizd fue 0.85 pg/g de peso

corporal de ratén. En la Figura 22 se muestra la actividad de los péptidos CCP1y
CCP2 de C. californicus durante el ensayo.
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Figura 22. Andlisis del efecto analgésico de los péptidos CCP1 y CCP2 durante el ensayo "Hot-plate™. Las
barras representan Ja media £3EM n=3 ratones machos CD1. Se inyectd via IP 200 pl de los péptidos CCP1,
CCP2, asi como de los controles, negativo {C-) PBS 1X y control positive (C+) nalbufina 10 mg/kg. A) "Hot-
plate” 30 min post-inyeccion. B) "Hot-plate” 45 min post-inyeccién. No se observé actividad analgésica de
CCP1 y CCP2.

No se observé actividad analgésica evidente de los péptidos purificados CCP1 y

CCP2 provenientes del veneno de C. californicus, en ninguno de los tiempos de
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medicion de la respuesta al estimulo nocivo (30 y 45 min post-inyeccion), durante
el ensayo biolégico "Hot-plate”. Los analisis comparativos de fos IC de CCP1 y
CCP2 con el control negativo, muestran que no existe diferencia significativa entre
ellos.

No se evalud la actividad analgésica de CPP1 y CPP2 con la prueba de la
formalina, debido a que no se obtuvo un indicador de actividad analgésica

periférica con la prueba de la placa caliente.
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VIIl. DISCUSION

VIIl.1 Colecta de Anthopleura sp

Debido a que existe una gran similitud morfologica entre las especies de
anémonas que habitan en la costa de Baja California, se decidié nombrarla
unicamente por el género, dejando abierta la posibilidad de especie. Las especies
que estan relacionadas con el organismo colectado son, Anthopleura sola (Pearse
y Francis, 2000), Anthopleura elegantissima (Brandt 1835) vy Anthopleura
xahthogrammica (Brandt 1835).

Es necesario realizar una identificacion mas detallada de |la especie, mediante un

analisis de extraccion de ADN comparando con las tres especies relacionadas.

VIil.1.2. Caracterizacion de toxinas de Anthopleura sp con efecto analgésico

La obtencidon del extracto venenoso crudo de Anthopleura sp, se realizo siguiendo
la técnica utilizada previamente en el Laboratorio de Biotoxinas del CICESE,
donde se eliminé el paso desnaturalizante en la metodologia descrita por Standker
y colaboradores (2006). Esta modificacidon se realizé para optimizar la obtencion

de compuestos {6xicos en su forma nativa.

Se analizaron las fracciones 2 y 3, se eligieron estas fracciones por su tiempo de
retencidn en la columna de exclusidén molecular. L.a resina utilizada en la
cromatografia de exclusién molecular, Bio-gel P100 tiene capacidad de exclusion
de moléculas con pesos de 5 kDa hasta de 100 kDa (www.bio-rad.com). Por lo
que podemos inferir que el tamario de las fracciones elegidas es de

aproximadamente 5 kDa, lo que corresponde con lo encontrado en la literatura,
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donde las toxinas de anémona del género Anthopleura con tamarios aproximados
de 5 kDa, corresponden a aquellas con actividad sobre canales idnicos (Wanke ef
al., 2009; Norton, 2009).

La sub-fraccidn AsP7, mostré una eficiente disminucidn de la percepcion de dolor
agudo en la prueba de la placa caliente, que se representa como un aumento en ia
latencia (s) respecto ai C (), durante las dos mediciones realizadas, lo que nos
indica que el efecto analgésico persiste durante al menos 45 minutos. En el
presente trabajo, a diferencia de analisis anteriores, con toxinas de anemonas en
modelos nociceptivos, la via de administracion se realizé de manera IP, logrando
una penetracion sistémica de la toxina con efecto analgésico en dolor agudo. El
efecto analgésico coincide con lo reportado para una toxina de anémona, APETX2,
donde se realizd una aplicacion Iocalizada y con eilo, se aumentd
significativamente la latencia durante |la prueba de la placa caliente (Deval et al.,
2008).

La sub-fraccién AsP7, durante la fase 1 en la prueba de la formalina disminuyd en
un 57.3% la percepcion del dolor. El dolor por inflamaciéon durante la fase 2,
disminuyd considerablemente en un 88%, con la administracion |P de AsP7. El
resultado obtenido era de esperarse, ya que se ha demostrado la actividad
analgésica de ofras toxinas aisladas de anémona, inyectadas de manera IT, [V y
localizada, en modelos de dolor post-operatorio, asi como en dolor por inflamacion
y el provocado por acidez en los tejidos (Deval ef al., 2011; Deval ef al.,, 2008;
Yaroslav ef al,, 2008 y Karsczewski et al., 2010). No se tiene conocimiento del
blanco de accion de la fraccion AsP7. Con base en las observaciones realizadas,
se puede inferir que tiene actividad sobre canales implicados en la percepcion del
dolor térmico, como los canales TRPV, o por inflamacién, como los canales ASIC.
La toxina AsP7 se une a la lista de herramientas en el estudio y comprensién de la

neurotransmision, a través de los canales iénicos. Debido a que se trata de una
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toxina con efecto analgésico sistémico, AsP7 es entonces candidata en la

busqueda de alternativas para la terapia del dolor.

VIIL.2. Caracterizacion de toxinas de C. ximenes con efecto analgésico

En la purificacion del veneno total de C. ximenes, se obtuvieron alrededor de 45
componentes. Los trabajos realizados anteriormente en el Laboratorio de
Biotoxinas del CICESE, reportaron una cantidad similar de componentes (Oroz,
2011; Pitones, 2008).

En el presente trabajo se evaluaron las 12 fracciones purificadas del veneno fotal
de C. ximenes. En el ensayo "Hot-plate” se observd un efecto analgésico de la
fraccion CXF10 mediante la administracién IP durante los primeros 30 minutos.
Este resultado es prometedor, ya que se demostré que la fraccién CXF10 actaa
sobre el dolor agudo de manera periférica. Contrario a lo encontrado en ensayos
anteriores, donde se ha evaluado la capacidad anti-nociceptiva de péptidos
provenientes de diversos Conus (Mclntosh et al., 2000; Sun ef al., 2010), durante
el dolor agudo sobre la placa caliente, la analgesia se muestra solo con la
administracion intratecal (IT) o intra-cerebroventricular (ICV). Las fracciones
CXF11 y CXF12, también mostraron actividad en "Hot-plate™ a los 45 min post-
inyeccion, sin embargo en base a la comparacién de los IC, se encuentran en &l
limite detectable como efecto analgésico, por lo que es necesario continuar
evaluando dichas fracciones. Se tom6 la fraccion CXF10 para realizar un segundo
ensayo que evaluara la capacidad anaigésiéa, debido a que el efecto analgésico a
los 30 min fue evidente, no obstante, el efecto disminuyé a los 45 min, pudo
deberse a que la dosis utilizada para esta fraccion fue baja. Si bien las dosis de las
fracciones de veneno total, utilizadas durante "Hot-plate”™ no son equiparables, la
dosis que se utilizé de CXF10 es una de las mas bajas, lo cual amerita validez al

resultado.
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Durante la prueba de la formalina, se evaluaron 4 sub-fracciones de CXF10. A la
fecha se tienen analizadas las fracciones CX10.1 y 10.2. Durante la fase 1 del
estudio de la formalina, no se encontré una diferencia significativa del efecto de las
sub-fracciones CX10.1 y CX10.2 y el controi negativo. Sin embargo CX10.1 y
CX10.2 disminuyeron la percepcion del dolor en un 44.5 y 51.9%, el dolor por
inflamacién durante la segunda fase, comparado con el control negativo. Contrario
a lo encontrado en el presente estudio, se tiene reportado para la y-conotoxina
KIIA, inhibicion durante las dos fases de la prueba de la formalina, con la
administracion de la toxina via [P (Zhang et al., 2007). Si tomamos en cuenta, que
ambas sub-fracciones se encuentran contiguas en el cromatograma y muestran
una actividad similar, podriamos pensar que estas dos sub-fracciones actlan de
manera aditiva para provocar el efecto analgésico que presenté CXF10 durante la
prueba Hot-pate™. En los trabajos previos realizados dentro del Laboratorio de
Biotoxinas del CICESE, es la primera vez que se evalla la capacidad analgésica
de ias toxinas del veneno de C. ximenes. Las fracciones que presentaron actividad
analgésica, sin embargo, no han presentado ningun otro efecto en mamiferos; lo
cual es alentador y nos da la pauta para continuar con los trabajos, dentro de esta
linea de investigacion.

VIIL.3. Caracterizacién de toxinas de C. regularis con efecto analgésico

Previo a este trabajo, se realizaron ensayos electrofisioldgicos para CRP20a y se
encontrd que tiene actividad sobre canales de calcio, por tal motivo y en base a la

participacion de dichos canales en la nocicepcion, se evalud el efecto analgésico.

El péptido CRP20a tuvo actividad analgésica evidente durante la prueba de "Hot-
plate” a los 30 y 45 minutos post-inyeccion, el efecto fue comparable con el que
mostroé el control positivo, nalbufina, un farmaco de tipo opioide. Debido a que la
prueba del "Hot-plate” nos indica actividad analgésica de tipo opiode sobre

receptores de calcio tipo N y el efecto de CRP20a es comparable al de naibufina,
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podemos inferir actividad analgésica de intensidad similar a la gue muestran los
farmacos opiodes, tal como sucede con Ziconotide, pero en este caso con la
administracion periférica (Thongpradichote ef af., 1998; South y Smith, 1998 vy
Mufioz ef al., 2009). El efecto de la conotoxina CRP20a durante la prueba de "Hot-
plate’, se diferencia a lo reportado para la conotoxina It14a, en la via de
administracién; lt14a administrado de manera ICV y mostré una duracidon de la
analgesia hasta las 5 horas post-inyeccion (Sun ef al., 2010). Durante el presente
trabajo se midid la respuesta analgésica hasta los 45 minutos posteriores a la
inyeccién del péptido, CRP20 mantiene el efecto analgésico durante este tiempo.
Teniendo como referencia el tiempo de analgesia de I[t14a, se puede extender el

tiempo de observacion y hacer una comparacion de ambas toxinas.

Con el efecto analgésico de CRP20a obtenido en "Hot-plate” se esperaba obtener
un efecto analgésico en la prueba de la formalina. La prueba de la formalina nos
permite analizar un dolor persistente bifasico. Durante la primera fase que inicia en
el momento de la inyeccidn de la formalina hasta los 5 minutos, se detecta el dolor
agudo provocado por la invasion mecanica del tejido. Durante la fase 2, se detecta
el dolor periférico persistente provocado por la inflamacién del tejido circundante a
la inyeccidn de la formalina (Hunskaar y Hole, 1987). En base al analisis
comparativo de los IC, se mostrd actividad analgésica de CRP20a durante la fase
1 de ia prueba de la formalina. El efecto analgésico de dicho péptido se hace mas
evidente durante la fase 2 de la prueba de la formalina, podemos pensar que este
resultado se atribuye a que la actividad se alcanza a los 30 minutos post-
inyeccién. Cabe mencionar que el efecto analgésico de las toxinas aqui descritas,
es sobre el dolor nociceptivo. Por otra parte, se han analizado toxinas
provenientes de Conus con potencial analgésico durante el dolor neuropatico y se
han obtenido resultados prometedores, mediante la administracion de manera
periférica (Daly et al., 2011; Clark et al., 2010; Mcintosh et al., 2009; Zhang et af,
2007).
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Vill.4. Caracterizacion de toxinas de C. californicus con efecto analgésico

Los péptidos sintéticos CCP1 y CCP2 se sometieron a pruebas electrofisiolégicas
y se determiné actividad sobre canales de calcio (Bernaldez et al., 2010), por esta

razon se decidié evaluar la capacidad analgésica de estos péptidos.

En los ensayos biolégicos realizados en el presente trabajo se probo6 la actividad
analgésica periférica, inyectando los péptidos CCP1 y CCP2 de manera
intraperitoneal. No se cbservé actividad analgésica periférica significativa, para los
péptidos CCP1 y CCP2, pero esto no descarta una posible actividad analgésica a
nivel medular. Asi como la conotoxina MVIIA (Mcintosh et al., 1982) posee efecto
analgésico mediante la administracién intratecal, es probable que los péptidos
CCP1 y CCP2 tengan efecto analgésico via sistema nervioso central (SCN), esto
en base a que la analgesia de las conotoxinas, sobre SNC ha sido reportada por
varios autores (Lee ef al., 2010; Sun et al., 2010; Hama y Sagen, 2009).
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tX. CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos en la caracterizacién biolégica de las toxinas
presentes en el veneno de Anthopleura sp, se identifico la sub-fraccion AsP7 con
efecto analgésico durante el dolor agudo y un efecto analgésico provocado por
inflamacién, de manera periférica. Las caracteristicas quimicas de AsP7 que se
obtuvieron son, el peso molecular, que se encuentra dentro del rango de 5kDa y
se observaron caracteristicas hidréfobas, de acuerdo a lo obtenido durante las

cromatografias.

Durante la caracterizacién biolégica de las fracciones obtenidas a partir del veneno
de C. ximenes, se logro identificar las fracciones CXF10, CXF11 y CXF12 con
efecto analgésico periférico durante la prueba de la placa caliente. La
caracteristica guimica que se observéd para las fracciones CXF10, CXF11 y CXF12
es hidrofobicidad, de acuerdo a lo observado en el cromatograma. Sin embargo,
es necesario continuar con la purificacidn de la fraccion CXF10 y caracterizar ia
actividad analgésica de cada sub-fraccion, siguiendo los ensayos bioldgicos de

"Hot-plate”.

El andlisis del péptido puro CRP20a obtenido del veneno de C. regularis, presentd
actividad analgésica de manera sistémica durante la percepcién del dolor agudo
en la prueba de la placa caliente y un efecto analgésico provocado por

inflamacién, con la prueba de la formalina.

Los péptidos sintéticos CPP1 y CPP2 aislados a partir del veneno de

C.californicus, no mostraron actividad analgésica de manera sistémica.
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X. PERSPECTIVAS

Para sefialar la especie de anémona que se utilizd, se debe continuar con la

caracterizacion por medio de extraccién de ADN.

Es necesario realizar la purificacion y la secuenciacion de AsP7. Es primordial
caracterizar la toxina AsP7 electrofisiolégicamente y encontrar el blanco molecular
sobre el que actla. Se debe evaluar el efecto analgésico mediante otros modelos,
para robustecer los resultados presentados y ampliar la caracterizacion biolégica

de esta toxina aislada del veneno de Anthopleura sp.

Se recomienda evaluar mediante el modelo de la placa caliente, el efecto
analgésico de las sub-fracciones de CXF10, CXF11 y CX12, asi como continuar
con el analisis de la actividad de las toxinas de C. ximenes, durante la pruebha de
la formalina. Se debe realizar la purificacion y secuenciacién de las toxinas con
efecto analgésico. Es recomendable continuar con la caracterizacion
electrofisioldgica de las toxinas con efecto analgésico y de esta manera conocer el

blanco molecular sobre el cual actGan.

Es de gran interés continuar con la evaluacién de la actividad analgésica del
péptido CRP20a. Se sugiere utilizar otro sistema de dolor agude térmico, como la
prueba del movimiento de la cola o "tail flick”, que evalla la capacidad analgésica
a nivel espinal (South y Smith, 1998). La prueba de los filamentos de Von-Frey, es
ampliamente recomendada, esta prueba evalla la alodinia mecanica que provoca
un dolor agudo y puede ser causa de una hipersensibilidad de los canales de
calcio tipo N (Duarte-Daimilin et al., 2011). Es necesario realizar un analisis del
efecto dosis-respuesta, dosis letal media, asi como llevar a cabo la

farmacodinamia y farmacocinética del péptido, en mamiferos.
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La caracterizacién del efecto bioldégico de los péptidos provenientes de C.
californicus, debe continuar con otra linea de investigacion. Se puede i_niciar con la
administracion IT y utilizar los mismos modelos aqui descritos. Se puede evaluar
el efecto analgésico en el dolor neuropatico, administrando IT sobre el modelo de
ligacion del nervio o por €l modelo de lesion por constriccion crénica (CCl por sus
siglas en inglés) en dolor neuropético.
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XIl. ANEXOS

SOLUCIONES PARA EL HPLC

Anexo 1
Solucion A

Compuesto Porcentaje en solucidén
100%

Acido trifluoracético (TFA)

Agua desionizada

Anexo 2
Solucion B

Compuesto Porcentaje en solucion
‘ 100%

Acetonitrilo (AcN)

Acido trifluoracético (TFA)




Anexo 3

Solucion C

Compuesto

AcN
TFA

Agua destilada

Porcentaje en solucion

100%
40
0.12

59.88
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VEHICULO EXCIPIENTE UTILIZADO EN LAS PRUEBAS BIOLOGICAS

Anexo 4

PBS 1X (Solucién amortiguadora de sales)

Compuesto
NaCl
KCI

NaHPO,

KH2PO4

Concentracion
137
2.7
12
1.2

Cantidad (mg)
80
2
17

1.63

Las sales se mezclaron y se aforé a 1000 ml con agua destilada, se esterilizd. Se

ajustd el pH a 7.4 con HCI o0 NaOH seguln sea el caso.
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" El viaje no termina jamas. Solo los viajeros terminan, Y también ellos pueden
subsistir en memoria, en recuerdo, en narracion. ....el objetivo de un viaje es
solo el inicio de otro viaje ~

José Saramago




