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Resumen de la tesis de Jennifer Medina Elizalde, presentada como requisito
parcial para la obtencién del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida
con orientacion en Biotecnologia Marina. Ensenada, Baja California. 2012.

Efecto del veneno de Conus princeps y Anthopleura sp. sobre el canal TRPV1

Resumen aprobado por:

Dr. Alexei Fedérovish Licea Navarro
Director de tesis

El receptor de potencial transitorio vaniloide 1 o TRPV1 por su siglas en inglés
(Transient Receptor Potencial Vanilloid 1) es un canal catidnico tetramérico no
selectivo con alta permeabilidad a Ca™. Se ha relacionado con procesos
fisiolégicos como la deteccion de estimulos dolorosos y diversas patologias. Por lo
tanto, los moduladores de este canal son moléculas de interés para el disefio de
farmacos que produzcan analgesia. En trabajos realizados previamente en el
laboratorio de Inmunologia Molecular y Biotoxinas del CICESE, se encontraron
péptidos con actividad analgésica en el veneno de las anémonas del género
Anthopleura. Por otro lado, esta ampliamente documentado que dentro del veneno
de los caracoles marinos Conus, se encuentran toxinas con capacidad para
bloquear canales ionicos. El objetivo de este trabajo fue analizar el veneno del
caracol Conus princeps y de la anémona Anthopleura sp. para probar su efecto
sobre el canal TRPV1. Se realizaron extracciones y separaciones del veneno de
ambas especies. El veneno separado por HPLC-RP fue probado sobre el canal
TRPV1 utilizando la técnica patch clamp. Se encontré una fraccion de veneno de
Anthopleura sp. y una de Conus princeps que activan al TRPVL1.

Palabras clave: anémona marina, canales i6nicos, toxinas, patch clamp, dolor
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Abstract of the thesis presented by Jennifer Medina Elizalde as a partial
requirement to obtain the Master of Science degree in Science of Life with
orientation in Marine Biotechnology. Ensenada, Baja California, 2011.

Effect of the venom of Conus princeps and Anthopleura sp. on the TRPV1 channel

Acepted summary by:

Dr. Alexei Fedérovish Licea Navarro
Thesis director

TRPV1 (Transient Receptor Potencial Vanilloid 1) is a non selective tetrameric
cationic channel with a high permeability to Ca*. It is involved in several
physiologic processes like painful stimuli detection and numerous pathologies. For
these reasons, channel modulators are potential molecules to new design drugs
capable to produce an analgesic effect. In previous studies done in the laboratory
of Inmunologia Molecular y Biotoxinas of CICESE, peptides with analgesic activity
were isolated from the venom of the sea anemone Anthopleura. Also, is well
known that in the venom of the marine snail Conus we can find toxins capable to
block ionic channels. The aim of this work was to analyze the venom effect on
TRPV1 channel of the marine snail Conus princeps and to the sea anemone
Anthopleura sp. Extraction and venom purification of both species were done. The
venom separated by HPLC-RP was tested on the TRPV1 channel using the patch
clamp technique. One fraction from the C. princeps venom and one from
Anthopleura sp. venom cause activation of TRPV1 channel.

Key words: sea anemone, ionic channels, toxins, patch clamp, pain
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1. Introduccién

Desde hace miles de afos, el ser humano ha utilizado compuestos naturales como
tratamiento para diversas enfermedades, siendo las plantas y otros organismos
terrestres las fuentes mas comunes. Pero no solamente el ambiente terrestre
contiene moléculas que pueden utilizarse con esta finalidad. EI mar es una
inmensa fuente de recursos naturales que pueden ser aprovechados como una
alternativa para ampliar el nimero de moléculas disponibles. Es por esto que en
los ultimos afios han aumentado las investigaciones dedicadas a la obtencion de
compuestos naturales de origen marino que, aunado al potencial médico, pueden
emplearse en la industria alimenticia y cosmética.

Ademas de los usos medicos, alimenticios y cosméticos, los compuestos
naturales son herramientas importantes para el descubrimiento de blancos
moleculares como receptores, enzimas o canales ionicos que estan relacionados
con procesos fisiologicos o patoldgicos; o que permite ampliar el conocimiento
sobre las enfermedades y como combatirlas.

Hace casi 40 afos, mientras se estudiaba cémo la luz es percibida por el
0jo, se descubrié un canal i6nico que fue nombrado TRP. Con investigaciones
mas amplias se encontraron diversas formas de estos canales y se determiné que
no solamente estan relacionados con la percepcion de la luz, sino con muchos
otros procesos fisiologicos por ejemplo la sensaciéon de dolor, de calor o frio, de
sabores y de presion; y que se encuentran en muchos tipos de células y tejidos.

El presente trabajo se enfoca una de estas formas de canales, llamado
TRPV1. El canal TRPV1 es el principal detector de la sensacion de ardor o picor
provocado por consumir chile; aunque no es el Unico estimulo que detecta. Se ha
encontrado al TRPV1 en células y tejidos diversos, como neuronas detectoras de
dolor, tejido muscular liso, vejiga, pulmones e higado; y ahora se sabe que esta
involucrado en la deteccibn de dolor y en ciertas enfermedades como la
incontinencia urinaria, padecimientos de vias respiratorias y migrafa.

Considerando lo anterior, las moléculas que tienen algun efecto sobre el canal son
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de gran importancia, ya que pueden ayudar a entender cémo funciona el canal en
cada una de las células y tejidos en que se encuentra y como se relaciona con las
enfermedades.

Este trabajo se realiz6 con la finalidad de encontrar algin compuesto de
origen marino capaz de interactuar con el TRPV1 que, en un futuro, pueda ser una
herramienta para comprender sus implicaciones en el cuerpo humano y sus
patologias.

Se eligieron dos organismos marinos venenosos para realizar la busqueda
de compuestos: el caracol Conus princeps y la anémona Anthopleura sp.

Los caracoles del género Conus son un grupo de mas de 500 animales que
produce veneno peptidico con alrededor de 100 componentes. Desde hace mas
de 40 afios comenzoé el estudio del veneno de estos caracoles con resultados
prometedores, pues muchos de los péptidos obtenidos denominados conotoxinas,
se encuentran en fases clinicas en espera de ser aprobados como tratamientos
para enfermedades, principalmente el dolor. De hecho, bajo el nombre de Prialt®
se comercializa una conotoxina capaz de controlar el dolor agudo en pacientes
con cancer. El potencial de las conotoxinas es amplio debido a sus caracteristicas
de tamano y forma. Ademas, si se toma en cuenta que cada una de las mas de
500 especies sintetiza casi 200 componentes y no se ha encontrado el mismo
péptido en dos especies diferentes, existe un gran numero de moléculas
disponibles para ser estudiadas. Por este potencial se eligi6 a Conus princeps,
una especie que se distribuye en aguas cdlidas del Pacifico mexicano (desde el
Golfo de California y hasta Ecuador) y cuyo veneno no ha sido analizado.

Las anémonas marinas también producen veneno peptidico, el cual se
sintetiza en células especializadas denominadas nematocistos, que se encuentran
principalmente en los tentaculos. Hasta ahora se han caracterizado alrededor de
50 toxinas de anémonas que interactlan con canales ionicos, tres de las cuales
bloguean al canal TRPV1 causando analgesia (supresién de sensacion dolorosa).
En el laboratorio de Inmunologia Molecular y Biotoxinas de CICESE se ha

analizado el veneno de la anémona Anthopleura sp. y se encontré que algunos de
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sus componentes producen analgesia en ratones. Para observar si este
mecanismo es debido al bloqueo del canal TRPV1 es que en el presente se
trabajo con este veneno.

Para probar el efecto del veneno de las 2 especies elegidas sobre el canal,
se empled una técnica llamada patch clamp. En patch clamp se utilizan
micropipetas de vidrio para aislar una pequefa parte de la membrana celular, que
contiene los canales de interés. Una vez aislados los canales se ponen en
contacto con los compuestos a analizar y se aplican pulsos eléctricos con los que
se infiere el comportamiento de canal.

En este trabajo se describen las particularidades del canal TRPV1, del
veneno de las 2 especies elegidas y de la técnica patch clamp. Posteriormente se
detalla como fueron realizados los experimentos y se discute que resultados se

obtuvieron.

1.1. Canales TRP

Los canales ionicos son proteinas transmembranales que por medio de gradientes
electroquimicos permiten el paso de iones en respuesta a determinados estimulos
(Sergeev y Rhoten, 1998; Salazar et al., 2009); estas proteinas tienen un papel
importante en diversas funciones celulares, por ejemplo excitabilidad, contraccion
muscular y ciclo celular (Pardo, 1999).

Los canales receptor de potencial transitorio o TRP por su siglas en inglés
(Transient Receptor Potencial) constituyen una superfamilia de canales selectivos
para cationes mono o divalentes (Pedersen et al., 2005; Li et al.,, 2010)
caracterizados por la presencia de un segmento altamente conservado
denominado dominio TRP, importante en la oligomerizacion de las subunidades y
la apertura del canal (Aguado-Llera et al., 2012). Los TRP se encuentran en
diferentes células y tejidos de organismos vertebrados e invertebrados, y tienen

funciones muy diversas, por ejemplo, las levaduras los utilizan para percibir y
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responder a la hipertonicidad, los nématodos para detectar y evitar estimulos
guimicos nocivos, los ratones machos emplean los TRP detectores de feromonas
para distinguir a las hembras, y los humanos para detectar sabores dulce y
amargo y para discriminar entre frio y caliente (Claphman, 2003).

Los TRP fueron descubiertos en 1969 por Cosens y Manning. Durante sus
estudios de la fotorrecepcion en Drosophila melanogaster, identificaron mutantes
gue en respuesta a luz intensa se comportaban como si estuvieran ciegas (Minke,
2010). Posteriormente, con electrorretinografias (medicion de la respuesta
eléctrica de todo el ojo a la luz) y analisis intracelulares de las células
fotorreceptoras, Minke et al. (1975), observaron que en presencia de luz intensa
las Drosophila mutantes presentaban corriente transitoria’, mientras que las
silvestres corriente sostenida. Estos autores concluyeron que las moscas
mutantes carecian del canal de entrada de calcio, que denominaron TRP.

Actualmente se conocen 28 TRP en ratones y 27 en humanos (Li et al.,
2010), que se dividen en seis familias: TRPC (canonica), TRPM (melastatina),
TRPA (anquirina), TRPP (policistina), TRPML (mucopolina) y TRPV (vaniloide)
(Salazar et al., 2009). Las principales caracteristicas de estas familias se enlistan

en la Tabla 1.

1.2. Canal TRPV1

La familia TRPV incluye a 6 miembros. Los canales TRPV1-TRPV4 son termo
sensibles mientras que los TRPV5 y TRPV6 estan implicados en la absorcion de
Ca'*? en los rifiones y el intestino (Aguado-Llera et al., 2012).

El canal TRPV1 fue clonado por primera vez y caracterizado por Caterina et
al., (1997). Es un canal catidnico no especifico con alta permeabilidad a calcio
(Cromer y Mcintyre, 2008; Aguado-Llera et al., 2012).

! Corriente transitoria: porcion de la corriente en la que el flujo de cargas se extingue por cesar la
causa que la produce o estabilizarse en un valor constante (Rudy y Iverson, 1997).



Tabla 1. Caracteristicas de las familias de canales idnicos tipo TRP. Pedersen et al., 2005.

. Miembros en - . Ejemplos de mecanismos
Familia hUManos Caracteristicas Permeabilidad de activacion
- . Por estimulacion de los
terminal contionen una secuencia receplores que activan
TRPC: Canénica X Canales permeables diferentes isoformas de
g 6 constante EWKFAR en el C- ' P
o clasico . no selectivos a Ca PLC y por el estado de los
terminal, pueden formar )
h . almacenes de Ca
eteromeros )
intracelular
TRPM4-M5 por
. . concentraciones elevadas
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Mucopolina T . Ca las concentraciones de Ca
dominio lipasa intracelular
3.5 repeticiones de anauirina N- Canales Por vaniloides como la
TRPV: Vaniloide 6 P 9 semipermeables no capsaicina. TRPV1-V4 son

terminal

selectivos a Ca*?

termosensibles
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El canal funcional estd compuesto por 838 aminoacidos; es un
homotetrdmero (Figura 1A), formado por subunidades con seis segmentos
transmembranales y regiones amino (N-) y carboxilo (C-) terminales intracelulares.
Los segmentos transmembranales cinco (S5) y seis (S6) de cada subunidad, junto
con el asa que los conecta, dan lugar al poro de conduccién iénica (Salazar et al.,
2009). El poro de conduccion idnica contiene un filtro de selectividad, que
determina el tipo de moléculas que pueden atravesarlo de acuerdo a sus
propiedades estereoquimicas y electrostaticas (Gaudet, 2007).

Las hélices de los segmentos S1-S4 conforman el dominio sensor, que
percibe las sefiales y transmite la informacion a la compuerta, el componente del
canal que abre o cierra el poro (Gaudet, 2007). En los segmentos S2-S4 (Argl14,
Tyr511, Ser512 Thr550 y Glu761) se encuentra el sitio de unidn a capsaicina, el
principal agonista del TRPV1 (Jara-Oseguera et al,. 2010).

En las porciones citosolicas del canal se encuentran componentes
reguladores, entre ellos las repeticiones de anquirina y el dominio TRP (Figura
1B). En el amino terminal, el TRPV1 presenta seis repeticiones de anquirina que
intervienen el anclaje al citoesqueleto y las interacciones con otras proteinas
(Gohar, 2005). ElI dominio de repeticiones de anquirina es un motivo estructural
gue consta de 30-34 aminoacidos plegados en la confirmacién hélice-giro-hélice,
con las hélices en sentido antiparalelo (Li et al., 2010). En el carboxilo terminal del
segmento transmembranal S6 se encuentra el dominio TRP, que incluye a ‘la caja
TRP’, que es una secuencia hidrofébica de cinco aminoacidos altamente
conservado en las familias TRPV, TRPC y TRPM (Cromer y Mclintyre, 2008).

El TRPV1 se expresa principalmente en neuronas del sistema nervioso
periférico detectoras de dolor o nociceptores, como las del ganglio de la raiz dorsal
(DRG) y de los ganglios trigeminales (GT). También se encuentra en el sistema
nervioso central (SNC) y en tejidos no neuronales como los queratinocitos, los
foliculos pilosos, el tejido muscular liso, la vejiga, el higado, los rifiones, el bazo y
los pulmones en donde se estd estudiando su papel fisiologico (Calixto et al.,
2005; Cromer y Mclintyre, 2008).
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Figura 1. Canal TRPV1. A) Esquema del canal TRPV1, que esta compuesto por 4
subunidades. Modificado de “El canal TRPV1 como diana para tratar el dolor” Salazar, H.,
Jara-Oseguera, A. y Rosenbaum, T., 2009. Revista de Neurologia 48(7) p. 358. B) Esquema de
una subunidad del canal formada por seis segmentos transmembranales (S1-S6) y regiones
amino-terminal (N) y carboxilo-terminal (C) intracelulares. Los segmentos S5y S6 y el asa
gue los conecta dan lugar al poro del canal. La regién N-terminal contiene seis dominios de
union a anquirina. En la region C-terminal se encuentra el dominio TRP. Modificado de
“Phototransduction mechanisms in Drosophila microvillar photoreceptors” Hardie, R.C.,
2012, WIREs Membrane Transport and Signaling 1(2) p. 170.
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El canal TRPV1 es regulado por diferentes estimulos, entre ellos: las altas
temperaturas nocivas (~42°C), el voltaje, el pH (~5.3 extracelular y ~9 intracelular)
(Salazar et al., 2009), la anandamida (un neurotransmisor canadinoide), vaniloides
como la capsaicina presente en los chiles del género Capsicum (familia
Solanaceae) (Cromer y Mcintyre, 2008), mediadores lipidicos, fosfolipidos,
fosforilacion y activacion ligada a mediadores de inflamacion (Calixto et al., 2005).

La activacion del canal TRPV1 puede generar potenciales de accion en los
nociceptores, que transmiten las sefiales dolorosas al sistema nervioso central
(Moran et al., 2011).

El TRPV1 es un componente importante en diferentes procesos fisioldgicos
como dolor (inflamatorio, visceral, neuropatico y debido a céancer) y en
enfermedades como la cistitis intestinal, enfermedad inflamatoria intestinal,
incontinencia urinaria, enfermedades de vias respiratorias y migrafia. Por lo
anterior, se ha considerado este canal como un blanco relevante para el

descubrimiento de agentes terapéuticos. (Immke y Gavva, 2006).

1.3. Generalidades del género Conus

Conus Linneo, 1758 es un extenso género de gasterépodos marinos venenosos
gue incluye a 619 especies actuales (Tucker, 2009) y a 841 especies fosiles (Duda
y Kohn, 2005), por lo que es el género mas numeroso de invertebrados marinos
(Bandyopahyay et al., 2008).

Varios eventos de radiacion adaptativa en la historia del género han dado
lugar a esta diversidad. Los primeros registros fosiles provienen del Eoceno
Inferior (hace 55 millones de afios), de depdsitos de Inglaterra y Francia. Los
analisis paleontolégicos demostraron que los Conus se encontraban en los
océanos tropicales de todo el mundo. De este periodo se conocen 40 especies.
Durante el Oligoceno el numero de especies en el mar de Tethys, el Atlantico este

y del Indo-Pacifico disminuy6 casi en un 50%. El género se diversifico durante el
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Mioceno, época en que el nimero de especies aumentdé a 150 para después,
durante el Plioceno Inferior, reducirse en un 73%. Tras la extincion del Plioceno se
presentd una segunda gran radiacion adaptativa, en la que surgieron varios
cientos de especies (Duda et al., 2001; Duda y Kohn, 2005).

Actualmente, los Conus se distribuyen en los todos océanos tropicales,
aunque alrededor del 60% de las especies se localizan en la region del Indo-
Pacifico (Duda y Kohn, 2005). Estos caracoles se encuentran en zonas rocosas,
arenosas y en arrecifes, desde el intermareal hasta profundidades superiores a los
1000 m (Diaz et al., 2005).

El género Conus es el unico de la familia Conidae. Conidae pertenece a la
superfamilia Conoidea o Toxoglossa, junto con Turridae y Terebridae. La
caracteristica principal de los conoideos es la presencia de un aparato venenoso y

una radula modificada (Brusca y Brusca, 2003; Puillandre et al., 2008)

1.4. Aparato de veneno de Conus

La mayoria de las especies de Conus son depredadores especializados de uno de
tres grupos de presas: peces, moluscos o poliquetos. Sin embargo, hay otros
Conus que se alimentan de hemicordados, equiuros o de mas de un tipo de
organismo (Duda et al., 2001). Los Conus cazan inyectando a sus presas veneno
peptidico, que se sintetiza en el aparato de veneno ubicado en la porcion anterior
del cuerpo del organismo, el veneno se inyecta a través de dientes quitinosos que
tienen forma de aguja hipodérmica (Marshall et al., 2002).

El aparato del veneno esta constituido por un bulbo muscular, el ducto de
veneno, el saco radular y la proboscide (Figura 2). La produccién y liberacion de

veneno involucra tres pasos (Marshall et al., 2002; Terlau y Olivera, 2004):
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1) Sintesis y procesamiento de las toxinas, que se lleva a cabo en el ducto del
veneno. El ducto distal esta conectado a la faringe, en donde entra en
contacto con los dientes radulares.

2) Generacion y almacenaje de los dientes radulares y la transferencia de uno
de ellos hacia la probdscide. Los dientes se generan en el brazo largo del
saco radular y se almacenan en el brazo corto. El lumen del saco radular se
abre hacia la faringe, anterior al ducto del veneno. Cuando una presa es
detectada, un diente es transportado a la faringe, en donde se llena con el
veneno, para después ser llevado a la punta de la probdscide.

3) Insercion final del diente y expulsion del veneno. Una vez que la proboscide
extendida toca a la presa, el diente es expulsado y el veneno inyectado en
la presa. Aun no se ha esclarecido totalmente el proceso de expulsion del
diente, algunos autores consideran que el bulbo muscular provee la fuerza
final para esto, pero lo mas aceptado es que la probdscide ejerce la presion

positiva necesaria para la expulsion del diente y la inyeccion del veneno.

Conductodel
veneno

Bulbo
muscular

Proboscide

— D)

/
Farmge L L ——— ek L]

Figura 2. Aparato de veneno de Conus. El veneno se sintetiza en el ducto del veneno y entra en
contacto con los dientes radulares en la faringe, los dientes llegan a la faringe desde el saco
radular, donde son elaborados. Modificado de “Anatomical correlates of venom production in
Conus californicus” Marshall J., Kelley, W.P., Rubakhin, S.S., Bingham, J.P., Sweedler, J.V. y
Gilly, W.F. 2002, Biological Bulletin 203(1) p. 28.
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1.5. Generalidades del veneno de Conus

El veneno de Conus esta compuesto por alrededor de 100 péptidos pequefios de
menos de 5 kDa, que en su mayoria presentan cisteinas y enlaces disulfuro
(Lewis, 2009). Estos péptidos son denominados conopéptidos si tienen uno o
ningun enlace disulfuro y conotoxinas si tienen de dos a cinco enlaces (Terlau y
Olivera, 2004).

En las conotoxinas, la mayoria de las cisteinas estan separadas entre si por
1-6 aminoacidos, aunque pueden encontrarse pares de cisteinas adyacentes
(Norton y Olivera, 2006). Las conotoxinas son clasificadas en once marcos de
lectura de acuerdo al numero de cisteinas que contienen, a como estan
conectadas entre si y al niumero de residuos entre ellas. Estos marcos de lectura,
el blanco molecular de las conotoxinas y la secuencia altamente conservada del
péptido sefial dan lugar a una clasificacion en siete superfamilias y doce familias
(Figura 3) (Kaas et al., 2010)

Los péptidos del veneno de Conus se unen a canales idnicos dependientes
de voltaje (Na*, K*, Ca?"), canales iénicos activados por ligando (5-HT3R,
NMDAR), receptores acoplados a proteina G (neurotensina, vasopresina) y
transportadores de neurotransmisores (NAChR) en la membrana plasméatica de
nervios y células musculares de los organismos con los que estos moluscos
interactdan; sin embargo, estos péptidos también pueden unirse a blancos en la
superficie de células de mamiferos. En general, las toxinas se unen a sus blancos
moleculares con alta afinidad y selectividad (Terlau y Olivera, 2004). Las
conotoxinas son capaces de discriminar entre receptores estrechamente
relacionados y entre receptores de tejido especificos, lo que les permite llegar a su
blanco diferenciando todas aquellas moléculas similares y acelerando asi, la
accion de cada uno de los componentes del veneno (Olivera et al., 1990). En la

Tabla 2 se describe el mecanismo de accién de las doce familias de conotoxinas.
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[ Conopéptidos |
| Pocos enlaces disulfuro |
Sin SS Unenlace SS
Familia Contalucina Conantocina  Conformamida Conopresina  Contrifano
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Figura 3. Clasificacion de las conotoxinas y conopéptidos. Modificado de “Conotoxinas down
under” Norton, R.S. y Olivera, B.M., 2006, Toxicon 48(7) p. 783.

Los péptidos de Conus son traducidos a partir de precursores que
comprenden un péptido sefial o region pre, una regién pro y una region codificante
de toxina. La toxina madura es generada por protedlisis y modificaciones
postraduccionales a partir de dichos precursores (Terlau y Olivera, 2004).

Las conotoxinas presentan gran cantidad y diversidad de modificaciones
postraduccionales. Algunas de estas modificaciones son: amidacion del carboxilo
terminal, sulfonacién de tirosinas, bromacion en triptofanos, glucosilaciéon en
treoninas, carboxilacion en glutaminas, hidroxilacion de prolinas, piroglutamacion,
ciclizacion de los extremos amino y carboxilo terminal e isomerizacién en
aminoacidos tipo D. Estas modificaciones incrementan la biodisponibilidad,
potencia y estabilidad de los péptidos presentes en el veneno (Lewis y Garcia,
2003).
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1.6. Conus princeps (Linneo 1758)

Esta especie se distribuye desde el Golfo de California hasta el Ecuador,
habitando salientes rocosas. Presenta una concha llamativa y faciimente
distinguible, color anaranjado con lineas axiales onduladas color marron oscuro
gue se extienden hasta la espira, que es baja y con corona. La abertura es del
mismo color que el exterior pero sin lineas. El periostraco es grueso y oscuro con
cerdas muy espaciadas y acomodadas en lineas espirales (Keen, 1971) (Figura
4).

C. princeps es una especie vermivora, se alimenta de poliquetos errantes
de la familia Eunicidae (Nybakken, 1978). Sus dientes se caracterizan por tener un
borde aserrado, el cual se extiende a mas de la mitad de la longitud del diente. El
eje es recto, con diametro casi uniforme a lo largo del borde aserrado y alcanza su
maximo cerca de la base. La punta del eje sostiene una pequefia barbilla en un
lado y en el lado opuesto tiene una cuchilla corta que termina en un punto
truncado. El borde aserrado termina en una cuspide prominentemente
redondeada. Hay una ligera indicacion de cintura posterior a la cuspide. La cintura
termina en una base redondeada que sostiene un pequefio estribo agudo en un
lado (Nybakken, 1970).



Tabla 2. Mecanismo de accién de las familias de conotoxinas

Familia

Blanco molecular

Mecanismo de accion

Referencia

m = > A o R

a Q ©

8 <€ =

Receptores de acetilcolina nicotinicos (NnAChRSs)

Canales idnicos de Na*
Canales i6nicos de K*
Desconocido

Canales iénicos de Na* dependientes de voltaje

Desconocido
Adrenoreceptores de tipo a-1
Receptores de serotonina
Canales ionicos de Ca?*

Transportadores de noradrenalina

NAChR

Canales iénicos de Ca?" dependientes del voltaje

Bloqueadores y antagonistas
Retardan inactivacion
Blogueadores

Desconocido

Blogueadores

Reducen la liberacién de ACh
Inhibidores no competitivos
Antagonistas de la serotonina
Bloqueadores

Bloqueadores

Antagonistas no competitivos
Bloqueadores

Lewis y Garcia, 2003
Mclintosh y Jones, 2001
Terlau et al., 1996
Balaji et al., 2000
Olivera et al., 1990

Rigby et al., 1999
Lewis y Garcia, 2003

Mclintosh y Jones, 2001
Mclintosh y Jones, 2001

Harvey, 2002
Mclintosh y Jones, 2001

Olivera et al., 1990
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Figura 4. Fotografias de la concha de Conus princeps

1.7. Generalidades del género Anthopleura

El phylum Cnidaria comprende alrededor de 11,000 especies de medusas,
anémonas y corales. Los cnidarios poseen simetria radial, tentaculos y estructuras
adhesivas o urticantes denominadas cnidocitos (Brusca y Brusca, 2003)

Las anémonas de mar son polipos solitarios que viven adheridas a un
sustrato como rocas, conchas o maderos sumergidos. La mayor parte de su
cuerpo esta formado por una gruesa columna muscular (Figura 5A), en el extremo
aboral hay un disco aplanado para fijacion denominado disco pedal y en el
extremo oral la columna se ensancha para formar el disco oral que lleva a los
tentaculos. En el centro del disco oral se sitla la boca (Brusca y Brusca, 2003).

Anthopleura (Duchassaing de Fonbressin y Michelotti, 1860) es un género
de anémonas marinas perteneciente a la clase Anthozoa (Figura 5B). Estas son
especies solitarias, presentan estructuras especializadas en la columna como
verrugas, pseudotentiaculos o vesiculas; los tentaculos orales son conicos o

digitiformes y se presentan en hexameros (Brusca y Brusca, 2003). El género
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incluye a 46 especies, 5 de las cuales se distribuyen en el Pacifico Nororiental: A.

artemisa, A. dowii, A. elegantissima, A. sola y A. xanthogrammica (Fautin, 2011).

% Masculo

Base de los ~& N circular
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ncomplee: ~——Mesenterio
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“—=—=—(Génadas
retractor Eas
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completo

Figura 5. Anémonas de mar. A) Esquema de la anatomia interna de una anémona de mar.
Modificado de “Invertebrates” 2° ed. Brusca, R. y Brusca, G., 2003, Sinauer, p. 229. B)
Fotografia de Anthopleura sp.

1.8. Cnidocitos

Las anémonas marinas se alimentan de invertebrados o pequefios peces que son
capturados por los tentaculos y paralizadas por las toxinas presentes en los
cnidocitos. Ademas de la captura de presas, los cnidocitos estan implicados en la
defensa, la locomocidén y la adhesion a sustratos (Brusca y Brusca, 2003).

Los cnidocitos son producidos en el interior de células denominadas
cnidoblastos, que se desarrollan en la epidermis de los tentaculos. Los cnidocitos
tienen forma ovoide y miden entre 5y 100 um. En su interior se encuentra una
capsula que contiene un tubo enrollado que se revierte cuando el cnidocito es
estimulado a través de un cnidocilio mecanosensor (Figura 6). La descarga del

cnidocito es uno de los procesos biol6gicos mas rapidos y crea un impacto en el
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tubo expulsado que permite que este penetre la piel de la presa (Brusca y Brusca,
2003).

La arquitectura de la cdpsula de los cnidocitos varia entre las diferentes
especies de cnidarios. Se han descrito alrededor de 30 tipos de cnidocitos, pero
todos se clasifican en tres clases: nematocistos, spirocistos y pticocistos. Los
nematocistos contiene diferentes toxinas peptidicas y fenoles y su tubo posee
espinas y barbas para penetrar a la victima e inyectarle las toxinas. Los spirocistos
contienen mucoproteinas y glucoproteinas y sus tubos tienen espinas para
adherirse a la presa. Los pticocistos son morfologica y funcionalmente muy
diferentes a las otras dos clases, su tubo es liso y su unica funcién es adherirse
(Brusca y Brusca, 2003; Ozbek, 2011).
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Figura 6. Esquema de un nematocisto antes (izquierda) y después (derecha) de la descarga.
Modificado de “Invertebrates” 2° ed. Brusca, R. y Brusca, G., 2003, Sinauer, p. 242.
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1.9. Generalidades del veneno de las anémonas

Las anémonas presentan nematocistos, a partir de los cuales se han aislado mas
de 50 toxinas peptidicas con actividad sobre canales i6nicos. Hasta el momento se
han buscado toxinas en 40 de las mas de 800 especies de anémonas (Honma y
Shiomi 2006). Las toxinas mejor caracterizadas de este grupo se han clasificado
en 3 grupos: neurotoxinas, acuaporinas e inhibidores de proteasas (Norton, 2009;
Shiomi, 2009).

El grupo de las neurotoxinas incluye a péptidos de menos de 5 kDa que
interactGan con canales ionicos de potasio (K*) y sodio (Na*). Las toxinas que
bloquean los canales de potasio se clasifican en una familia, mientras que las
toxinas que actuan sobre los canales de sodio se dividen en tres (Norton, 2009).
Las tres familias actian manteniendo al canal de sodio abierto. Las toxinas de las
familias tipo | y 1l se conocen como toxinas largas, ya que contienen entre 45 y 50
aminoacidos; mientras que las de tipo Ill como toxinas cortas ya que contienen
entre 27 y 32 aminoacidos. En la Tabla 3 se presentan ejemplos de estas toxinas
(Norton, 2009).



Tabla 3. Clasificacion de algunas de las toxinas de anémonas Modificado de “Structures of sea anemone toxins”
Norton, R.S., 2009. Toxicon 54(8) p. 1078.

Clase Toxina Especie Blanco
Canal de Na*
Largas Tipol ATXI Anemonia sulcata Na,1
Anthopleurina A Anthopleura xanthogrammica Na,1
Anthopleurina B A. xanthogrammica Na,1
CgNa Condylactis gigantean Na,1
Largas Tipo 2 Shl Stichodactyla helianthus Na,l (crustaceo)
Cortas Tipo3 ATX I A. sulcata Na,l (crustaceo)
Otras APETX2 Anthopleura elegantissima ASIC3
Canal de K*
ShK S. helianthus Kvl, IKCa
BgK Bunodosoma granulifera Kv1, IKCa (molusco)
BDS-1 A. sulcata Kv3.4
APTEX1 A.elegantissima HERG
Actinioporinas
Equinatoxina Il Actinia equina ) o
. - . Membranas con esfingomielina
Sticholisina Il S. helianthus
Inhibidoras de proteasa
ShPI S. helianthus Proteasas (inhibidor tipo Kunitz)

AEI A. sulcata Proteasas (inhibidor tipo Kazal no clasico)
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Las citolisinas o actinoporinas son proteinas basicas, de 18-20 kDa, cuya
funcién es formar poros oligoméricos en las membranas celulares. Estos poros
tienen un radio de 1nm aproximadamente y son permeables a pequefias
moléculas y solutos, lo que resulta en un desbalance osmético que provoca lisis
celular. La actividad de las actinoporinas aumenta en presencia de esfingomielina
(Norton, 2009).

Los inhibidores de proteasas no son péptidos téxicos, su funciéon es
prolongar el tiempo de vida de las otras toxinas inyectadas al bloquear el
mecanismo de protedlisis en los tejidos de la presa (Norton, 2009).

1.10. Patch clamp

La técnica de fijacion de voltaje en microareas de membrana o patch-clamp
desarrollada en 1976 por Neher y Sakmann se ha convertido en una técnica muy
importante para el estudio de los canales i6nicos y para la descripcion
farmacoldgica de compuestos con actividad sobre ellos (Sunesen y Jacobson,
2011). La técnica involucra el uso de micropipetas para formar sellos de alta
resistencia en pequefias areas de la membrana celular, lo que reduce y aisla la
superficie de la membrana que esta siendo estudiada y resulta en experimentos
de alta fidelidad (Kornreich, 2007).

Para llevar a cabo la formacion del sello de alta resistencia se utilizan
pipetas de vidrio cuya punta es pulida con calor a resistencias de entre 1 y 10 MQ,
lo que corresponde a un diametro de alrededor de 1 um. Durante el experimento,
mientras la pipeta avanza hacia la célula, se monitorea su resistencia. Cuando la
pipeta toca la célula, la resistencia incrementa ligeramente. La aplicacion de
succion al interior de la pipeta introduce una pequefia porcion de membrana
celular, la formacién del sello se visualiza como un incremento repentino en la

resistencia en el orden de GQ (Cahalan y Neher, 1997).
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Existen varias configuraciones de la técnica de patch-clamp, que varian con
respecto a la integridad y orientacién de la membrana, y a la continuidad entre el
espacio intracelular y las soluciones dentro de la pipeta. Algunas de estas
configuraciones son inside out, whole cell y outside out (Figura 7) (Kornreich,
2007).

Una vez formado el sello de alta resistencia, éste puede ser extraido de la
célula al retirar la pipeta, lo que da lugar a la configuracion inside out. La
configuracion inside out permite la medicion de los canales ionicos localizados
dentro del diametro de la punta de la pipeta de registro, en estos experimentos el
interior de la célula es expuesto al bafio de solucion y el exterior de la membrana a
la solucion dentro de la pipeta (Cahalan y Neher, 1997; Kornreich, 2007).

En la configuracion whole cell el parche formado en la membrana se rompe
dentro de la punta de la pipeta al aplicar una succion fuerte, por lo que el espacio
intracelular queda continuo con la solucién dentro de la pipeta. Debido a esta
continuidad, se produce una dialisis de la solucion de la pipeta en el interior de la
célula, provocando que la composicion intracelular y de la pipeta queden
equilibradas (Kornreich, 2007). Esta configuracion es empleada para investigar los
efectos sobre los canales i6nicos de moléculas reguladoras, como segundos
mensajeros, proteinas reguladoras y fosforilacion (Cahalan y Neher, 1997).

Al retirar lentamente la pipeta de registro a partir de una célula en la que se
ha realizado un whole cell, una ampolla de la membrana se separa de la célula y
forma un parche en la punta de la pipeta, con lo que el lado extracelular queda
expuesto al bafio de solucion, esto es la configuracion outside out (Kornreich,
2007).
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Figura 7. Diagrama de tres configuraciones de la técnica patch clamp y como son obtenidas.
Modificado de “The patch clamp technique: Principles and technical considerations”
Kornreich, B.G., 2007, Journal of Veterinary Cardiology 9(1) p. 33.
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2. Antecedentes

2.1. Toxinas con efecto sobre el canal TRPV1

Se han descubierto diversos activadores y bloqueadores del canal TRPV1 a partir
de compuestos naturales, muchos de los cuales se encuentran en fases clinicas
en donde se evalla su actividad para aliviar el dolor (Patapoutian et al., 2009;
Moran et al., 2011).

La capsaicina presente en los chiles picantes del género Capsicum y la
resiniferatoxina de la cactacea Euphorbia resinifera, son dos de los agonistas
(activadores) mejor caracterizados y mas utilizados del TRPV1 (Salazar et al.,
2009). La aplicacion topica de cremas con capsaicina ha sido utilizada
clinicamente para aliviar el dolor cronico en enfermedades como la diabetes
neuropatica; y el uso de parches con alta concentracion de esta molécula ha sido
aprobado para el tratamiento de diferentes condiciones de dolor, su potencial
analgésico ocurre al desensibilizar las neuronas nociceptivas. La aplicacion
intramuscular de resiniferatoxina esta siendo evaluada como analgésico a largo
plazo en pacientes con dolor crénico debido a cancer (Patapoutian et al., 2009;
Moran et al., 2011).

También se han descubierto compuestos peptidicos en animales que
modulan este canal. Ejemplos de esto son tres péptidos ICK (Inhibidor cystine
knot) denominados vanilotoxinas (VaTxs), presentes en el veneno de la tarantula
Psalmopoeus cambridgei, que son capaces de activar el canal (Siemens et al.,
2006) y dos toxinas de la arafia, Agelenopsis aperta, AG489 y AG505, que son
potentes inhibidores (Kitaguchi y Swartz, 2005).

Venenos provenientes de animales marinos también tienen efectos sobre la
actividad del canal; por ejemplo, el veneno de los cnidarios Aiptasia pulchella,
Chironex fleckeri, Physalia physalis y Cyanea capillata producen una respuesta
dolorosa similar a la que se observa al aplicar capsaicina. Este efecto se revierte

al aplicar un antagonista (bloqueador como la capsacepina) del TRPV1, lo que
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demuestra que el dolor producido por la intoxicacion con estos venenos se debe a
este receptor (Cuypers et al., 2006).

Mientras que las toxinas éter policiclicas, gambierol y brevetoxina,
asociadas con el envenenamiento neurotdxico por mariscos, potencializan la
activacion del TRPV1 por capsaicina (Cuypers et al., 2007)

En el veneno de la anémona Heteractis crispa se han identificado tres
peptidos que interactian con el canal TRPV1 (Andreev et al., 2008; Kozlov et al.,
2009; Andreev et al., 2012). Esta especie se distribuye en el Pacifico occidental y
Océano indico (Fautin, 2011).

Andreev et al. (2008) encontraron el primer inhibidor polipeptidico del canal
TRPVL1 y lo denominaron polipéptido analgésico HC1 (APHC1) debido a su efecto
analgésico en experimentos in vivo. Esta toxina de H. crispa tiene una masa
molecular de 6187 Da, su estructura primaria es homologa a los inhibidores de
tripsina tipo péptidos BPTI/Kunitz cuyas caracteristicas principales son: alrededor
de 60 aminoacidos, 6 cisteinas, la presencia de glicina en dos posiciones antes de
la segunda cisteina y un triplete de residuos aromaticos. En experimentos in vivo
realizados en ratones a los que se administré intramuscularmente el APHC1, se
presentd un efecto analgésico entre 1 y 2 horas después de la inyeccion, y
permanecio por 2 horas. En experimentos electrofisioldgicos realizados sobre el
canal TRPV1 expresados en ovocitos de rana Xenopus leavis, obtuvieron 32+9%
de inhibicion.

Kozlov et al. (2009) identificaron dos polipéptidos con efecto analgésico a
los que denominaron APCH2 y APCHS3. Estos polipéptidos son homodlogos al
APCH1 y forman parte del grupo de los inhibidores de tripsina tipo Kunitz. La
masa molecular de APCH2 es de 6185 Da mientras que de APCH3 es de 6111
Da. En experimentos in vivo ambos péptidos redujeron el dolor provocado por
calor, aunqgue APCH3 present6 el mayor potencial analgésico.

Después de observarse la actividad como analgésico, los polipéptidos
recombinantes de APCH1 y APCH3 fueron analizados por Philyppov et al. (2012)

sobre componentes del musculo liso de la vejiga sensibles a capsaicina. Ellos
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encontraron que los polipéptidos actian como inhibidores de la contraccion de la
vejiga, particularmente en ratones diabéticos.

Por otro lado, Jiménez Flores (2011) realizo la extraccion y separacion del
veneno de la anémona Anthopleura sp. y evalué la actividad analgésica de las
fracciones obtenidas en dos ensayos (plancha caliente o hot plate y prueba de la
formalina) efectuados en ratones. Ella encontré actividad analgésica periférica en
una de las fracciones, lo que podria significar que esta actuando sobre el canal
TRPV1.

El efecto del veneno del caracol marino Conus también ha sido evaluado
sobre el canal TRPV1. Drew et al. (2007) probaron un analogo de la conotoxina p-
TIA del caracol piscivoro C. tulipa en este canal. El anadlogo denominado NMB-1
(noxious mechanosensation blocker-1) es un péptido de 19 aminoacidos, con 4
cisteinas con el patrén [1,4], [2,3] en los enlaces disulfuro, con lo que se relaciona
con las conotoxinas de la familia p. Estos autores midieron el efecto del NMB-1 en
corrientes activadas mecanicamente en neuronas del ganglio de la raiz dorsal
(DRG) de ratas de acuerdo a su cinética de activacion, encontrando que es capaz
de inhibir las corrientes de adaptacion lenta e intermedia. Para comprobar la
especificidad de éste péptido, se evalud en diferentes canales idnicos, entre ellos
el TRPV1 expresado en neuronas DRG. El NMB-1 no present6 efecto significativo

sobre éste y ningun otro de los canales estudiados.

2.2. Toxinas de Conus con efecto en la nocicepcion

Los primeros péptidos del veneno de Conus fueron -caracterizados
bioquimicamente a finales de 1970 y actualmente muchas de las toxinas de estos
caracoles estdn siendo consideradas en el desarrollo de terapias para el
tratamiento del dolor (Norton y Olivera, 2006). Prueba de esto es la o-conotoxina
MVIIA aislada a partir del veneno de C. magus, que fue aprobada en 2004 como

analgésico y actualmente se comercializa con el nombre de Ziconotide, Prialt®. El
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blanco molecular de ésta conotoxina son los canales de calcio tipo N (Ca,2.2).
Estos canales se encuentran principalmente localizados en el espacio
presinaptico, por lo que la accién de MVIIA resulta en el bloqueo de la transmision
sinaptica (Becker y Terlau, 2008).

El efecto analgésico de las conotoxinas puede ser mediado a través de la
interaccion con diferentes blancos moleculares, incluidos canales de Ca** y Na*
activados por voltaje, receptores de acetilcolina, receptores de neurotensina,
receptores de glutamato tipo NMDA y transportadores de norepinefrina (Olivera,
2006): lo que demuestra que las conotoxinas pueden intervenir en diferentes vias
de sefalizacion involucradas en la sensacion del dolor. Ademas, la accion
analgésica puede ayudar a entender los mecanismos moleculares involucrados en
el dolor (Becker y Terlau, 2008). Algunas de las conotoxinas que se encuentran en

pruebas clinicas como antinociceptivos se enlistan en la Tabla 4.

Tabla 4. Conotoxinas en pruebas clinicas para el tratamiento del dolor. Modificado
de “Conus Peptides: Biodiversity-based discovery and exogenomics” Olivera, B.M.,
2006, Journal of Biological Chemistry 281(43) p. 31174.

Estado de

Blanco molecular Conotoxina Compainia Referencia
desarrollo
Canal de Ca*? Smith et al.,
tipo N (Ca,2.2) »-CVID (AM336) Amrad Fase | 2002
Receptor de Conuntalucina-G Coanetix Fase | Allen et al.,
neurotensina (CGX-1160) 9 2007
Transportador de  %-MrlA (derivado) Nielsen et al.,
norepinefrina (Xen-2174) Xenoma Fase | 2005
Receptor de . Satkunanathan
nicotina a-Vcl.l (ACV-1) Metabolic  Fase | etal., 2005
Conantocina-C . Malmberg et

Receptor NMDA (CGX-1007) Cognetix Fase | al.. 2003

+ mO-MrVIB (CGX- . - Bulaj et al.,
Canal de Na 1002) Cognetix Preclinica 2006
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3. Justificacién

Debido a que el canal TRPV1 se ha relacionado con la deteccion de estimulos
dolorosos, la generacién de procesos de inflamacion y a que esta involucrado en
diversas patologias, los moduladores de este canal son sustancias de interés para
el disefio de farmacos. Si se considera que los compuestos naturales son una
fuente importante en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos y una
herramienta util para el estudio de blancos moleculares, que permita
caracterizarlos y dilucidar su funcion en diversas patologias; resulta necesario el
analisis de las interacciones entre diversos compuestos y el canal TRPV1.

Por lo anterior, en este trabajo se probo el efecto de una fraccion del
veneno de Anthopleura sp. sobre el canal TRPV1. Esta fraccion ha demostrado
actividad analgésica en experimentos previos (Jiménez Flores, 2011). Asimismo,
se realiz6 la busqueda de una toxina de Conus con efecto sobre este mismo

canal.



4. Hipo6tesis

1. El veneno de Conus princeps contiene componentes capaces de activar el
canal TRPV1.

2. El veneno de Anthopleura sp. contiene componentes capaces de activar el
canal TRPV1.

40
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5. Objetivos
5.1. Objetivo general

Evaluar el efecto del veneno de Conus princeps y Anthopleura sp. en el canal
TRPV1

5.2. Objetivos particulares

1. Evaluar la activacion del canal TRPV1 con fracciones de veneno de C.
princeps por medio de ensayos de electrofisiologia.

2. Evaluar el blogueo del canal TRPV1 con fracciones de veneno de C. princeps
por medio de ensayos de electrofisiologia.

3. Evaluar la activacion del canal TRPV1 con fracciones de veneno de
Anthopleura sp. por medio de ensayos de electrofisiologia.

4. Evaluar el bloqueo del canal TRPV1 con fracciones de veneno de Anthopleura

sp. por medio de ensayos de electrofisiologia.
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6. Materiales y métodos
6.1. Conus princeps
6.1.1. Colecta de organismos

En diciembre de 2010 se recolectaron 50 individuos de C. princeps, mediante
buceo libre cerca de la zona de arrecife y de rocas, entre 1 y 5 m de profundidad
en la bahia Estacahuite, ubicada a 96°28’'48 O y 15°40°'03 N, en el municipio de
San Pedro Pochutla, Oaxaca, México. Los ejemplares se trasladaron al laboratorio
de Investigacion de la Universidad del Mar campus Puerto Angel en donde se
congelaron a -70°C (ultracongelador Nuaire—NU6514).

Con ayuda de pinzas se extrajo al animal de la concha y se disec6 para
obtener el ducto del veneno. Grupos de cinco ductos se colocaron en un tubo de 2
ml, se congelaron a -70°C, se liofilizaron y se trasladaron al laboratorio de

Inmunologia Molecular y Biotoxinas del CICESE

6.1.2. Obtencion del veneno

La extraccion y separacion del veneno se realizd siguiendo la metodologia
estandarizada en el laboratorio de Inmunologia Molecular y Biotoxinas del
CICESE, previamente reportada por Martinez Galvan (2010) y Oroz Parra (2011).

El procedimiento de extraccion de veneno consistié en macerar cada grupo
de cinco ductos de veneno con un homogenizador de vidrio (Wheaton) en 1 ml de
solucion C (60% de acetonitrilo, 40% de agua destilada y 0.1% de &cido
trifluoroacético). La muestra se centrifugd (minicentrifuga refrigerada Heraeus
biofuge pico) a 10,000 g por 10 minutos a 4°C y se recupero el sobrenadante. El
precipitado volvi6 a macerarse en 1 ml de solucion C, a centrifugarse a las
condiciones anteriormente descritas, y se recuperd el sobrenadante. Los

sobrenadantes obtenidos de las 20 extracciones fueron congelados a -70°C
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(ultracongelador so-low U85-22) vy liofilizados (Liofilizador Labconco FeeZone) por

aproximadamente 24 h.

6.1.3. Cuantificacién de veneno por diferencia de peso seco

La cantidad de veneno obtenida se calculé por medio de la diferencia de peso
seco. Un tubo de 15 ml estéril fue mantenido a 37°C por 1 h con la finalidad de
eliminar la humedad, posteriormente fue pesado. En ese tubo se colocé el veneno
para ser liofilizado; inmediatamente después de terminada la liofilizacion, el tubo
se pes6 nuevamente. La diferencia entre los dos pesos del tubo corresponde al

peso del veneno.

6.1.4. Separacion del veneno por HPLC-RP

El veneno fue separado de acuerdo al tiempo de retencion de sus componentes
por medio de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con separacion en Fase
Reversa (HPLC-RP). Se utiliz6 un cromatografo Agilent 1100, con una columna
analitica Vydac C18 de fase reversa (Grace-Vydac 218TPS54, 4.6 x 250 mm, 300
A), y una precolumna Zorbax C18 (Zorbax-Agilent Technology, 4.6 x 12.5mm,
5um) equilibradas en solucién polar A (0.12% de acido trifluoracético y 99.88% de
agua). La solucion apolar utilizada (solucién B) estaba compuesta por 99.9% de
Acetonitrilo y 0.1% de acido trifuoroacético.

Una muestra de 6 mg de veneno disuelta en 200 ul de solucion A fue eluida
a temperatura ambiente (20°C) durante 65 minutos utilizando las siguientes
condiciones:

a) 0-5 min: 100% de solucién A (0% de solucién B)

b) 5-65 min: gradiente lineal de 0-60% de solucion B (100-40% de solucion A)
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La deteccidn de los péptidos se realizé mediante luz UV a una longitud de
onda de 230 nm. Los picos de los cromatogramas fueron numerados
secuencialmente de acuerdo al orden de aparicién. Se denominé ‘fraccion’ a un
conjunto de picos y, cuando los picos de una fraccion en particular fueron

reagrupados en conjuntos mas pequefos se denominaron ‘subfraccion’.

6.2. Anthopleura sp.
6.2.1. Obtencién de veneno

La colecta de los ejemplares de Anthopleura sp. y la extraccion del veneno total
utilizado en este proyecto fue realizado por Jiménez Flores (2011). La extraccion
consistio en colocar a las anémonas en etanol al 30% por 24 horas, periodo tras el
cual se recupero, filtr6, centrifugd vy liofilizo el sobrenadante. Debido a que el
objetivo era probar una fraccion de veneno que habia mostrado actividad
analgésica en la tesis de Jiménez Flores (2011), la separacién de veneno fue

dirigida para obtener esa fraccion.

6.2.2. Dialisis del veneno total

Con la metodologia utilizada para extraer el veneno, se recupera una gran
cantidad de sales. Para eliminarlas, el veneno total liofilizado fue dializado con una
membrana MWCO de 2 KDa (Spectra/Pro 6). El proceso de didlisis consistié en
disolver 2 g del veneno total en 10 ml de agua destilada y colocarla en el interior
de una bolsa formada con 15 cm de membrana.

La membrana se sumergi6 en 4 | de agua destilada y fue mantenida a 4°C
por 3 horas con agitacion constante. Transcurridas las 3 horas se realiz6 el

recambio total del agua y se continu6 con las mismas condiciones. El
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procedimiento se repitid para tener 3 recambios. Al final, el contenido de la

membrana fue recuperado, congelado a -70°C vy liofilizado

6.2.3. Separacion del veneno por cromatografia de exclusion molecular

El veneno dializado fue separado por cromatografia de exclusion molecular, en
una columna de resina Biogel P100, usada para exclusién de proteinas de 5 a 100
kDa, de 45 cm de alto y 1 cm de didmetro. La resina se hidraté con acetato de
amonio 20 mM a pH 4.7, 24 h antes de empacar la columna. El empacado se
realizd a 20°C. La columna fue equilibrada con acetato de amonio 20 mM a pH
4.7. Se determind que la columna estaba equilibrada cuando el pH del acetato de
amonio de salida fue igual al de entrada.

El procesamiento de la muestra consistio en disolver 250 mg del veneno en
2 ml de agua destilada y centrifugarla 10 min a 13,000 rpm y 4°C, el sobrenadante
fue inyectado en la columna. La fase movil utilizada fue acetato de amonio pH 4.7.
La separacion se realizé a 20°C. Se colectaron fracciones de 1.5 ml cada 40 min y
se midié su absorbancia a 280 nm en un espectofotomentro nanoVue (GE). Los
datos de absorbancia fueron graficados con el software Microsoft Excel. De
acuerdo a la grafica obtenida se concentraron las fracciones en tres grupos, que
fueron congelados a -70°C vy liofilizados.

Por medicion del peso seco (Seccion 6.1.3) se determind la cantidad de

veneno de cada grupo.

6.2.4. Separacion del veneno por HPLC-RP

El veneno se separd de acuerdo al tiempo de retencion de sus componentes por
medio de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién con separacién en Fase

Reversa (HPLC-RP, por sus siglas en inglés). Se utilizé un cromatégrafo Agilent
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1100, con una columna analitica Vydac C18 de fase reversa (Grace-Vydac
218TPS54, 4.6 x 250 mm, 300 A), y una precolumna Zorbax C18 (Zorbax-Agilent
Technology, 4.6 x 12.5mm, 5um) equilibradas en solucién polar A (0.12% de acido
trifluoracético y 99.88% de agua). La solucién apolar utilizada (solucién B) estaba
compuesta por 99.9% de Acetonitrilo y 0.1% de &cido trifuoroacético.
Una muestra de 3 mg de veneno disuelta en 200 pl de solucion A fue eluida

a temperatura ambiente (20°C) durante 60 minutos utlizando las siguientes
condiciones:

a) 0-5 min: 100% de solucion A (0% de solucion B)

b) 5-60 min: gradiente lineal de 0-60% de solucion B (100-40% de solucion A)

La deteccion de los péptidos se realizO mediante luz UV a una longitud de
onda de 280 nm. Los picos de los cromatogramas fueron numerados
secuencialmente de acuerdo al orden de aparicion, y se agreg6é una ‘A’ para
distinguirlos de los de Conus princeps. Se denominé ‘fraccion’ a un conjunto de

picos.

6.2.5. Ensayo de formalina

La prueba de formalina en ratones fue desarrollada por Hunskaar et al. (1985).
Esta prueba es una observacion del comportamiento de un analgésico que tiene 2
fases de evaluacién, los cuales representan 2 tipos de dolor: por estimulacion
directa del nervio y por inflamacion (Rosland et al., 1990; Yoon et al., 2009). La
prueba consiste en inyectar una pequefia cantidad de formalina en
concentraciones menores al 5% de manera subcutanea en la pata trasera de un
ratén. La cuantificacion del dolor provocado por este estimulo se basa en el tiempo
que el animal levanta, lame, muerde o sacude la pata. Durante los 5 min
posteriores a la inyeccion de la formalina se presenta la fase 1 de la prueba, que

representa al dolor producido por estimulacion directa del nervio. Después ocurre



a7

un periodo de 5-10 min donde los animales presentan un comportamiento poco
sugerente de nocicepcion. La fase 2 refleja al dolor inducido por inflamacién y
comienza alrededor de 10 min después de la inyeccién y se mantiene entre 20 y
45 min (Tjolsen et al., 1992).

La prueba de formalina se utiliz6 para medir la actividad analgésica de 3
picos del veneno de Anthopleura sp.

El control negativo empleado fue PBS 1X (Solucién amortiguadora de
fosfatos, Tabla 5); mientras que los controles positivos fueron ketorolaco (10
mg/kg peso raton) y tramadol (5 mg/kg ratdn) disueltos en PBS 1X. Los picos de
veneno fueron denominadas AP1, AP2 y AP3 y se utilizaron 0.48 mg/g de peso de
raton disueltos en 200 ul de PBS 1X.

Tabla 5. Solucién amortiguadora de fosfatos 1X

Compuesto | Concentracién (mM)

NaCl 137
KCI 2.7
Na,HPO, 12
KH,PO, 1.2

pH 7.4 con NaOH 1N

Se utilizaron ratones machos silvestres que se mantuvieron en grupos de 6
en una caja de plexiglas a 20°C, con comida estandar de laboratorio y agua ad
libitum. Para los experimentos, los ratones fueron colocados individualmente en
una caja de plexiglas con espejos en 3 de las paredes para observar la reaccion
del animal desde todos los angulos.

Se emplearon 3 ratones (23 *+ 2 g) por cada fraccion de veneno y por cada
control. El ensayo consistié en inyectar 200 ul ya sea de los controles o de las
fracciones intraperitonealmente, transcurridos 15 min se inyectaron 20 pul de
formalina 2.5% en la pata derecha trasera del raton. A partir de ese momento se

videograbé al ratén por 45 min. Los videos fueron analizados a fin de registrar el
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tiempo durante el cual el raton se lamié la pata trasera en cada fase del ensayo.

La fase 1 comprendio los minutos 0-5 y la fase 2 los minutos 10-45.

6.2.6. Andlisis de datos

Para describir los datos, se realizaron graficas de barras de cada grupo (control
negativo, controles positivos y fracciones) por fases, en el programa Igor Pro 6.2
(WaveMetrics, Inc.). Posteriormente, utilizando el software Statistica 7.0 (Statsoft,
Inc.) se aplico un ANOVA para buscar diferencias entre los grupos y la prueba a
posteriori Tukey para determinar entre qué grupos se presentaron diferencias

significativas.

6.3. Ensayos de electrofisiologia

Los experimentos de electrofisiologia se realizaron en el Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM, en el laboratorio a cargo de la Dra. Tamara Luti Rosenbaum

Emir.

6.3.1. Expresién del canal TRPV1

Se utilizaron células embrionarias de rifidn humano HEK 293 (Human Embryonic
Kidney 293) transitoriamente transfectadas con 2 plasmidos (BD, bioscience):
TRPV1-pCDNA3 conteniendo el DNA codificante para el canal y pIRES-GFP que
contiene el DNA codificante para la proteina fluorescente GFP. La fluorescencia se
utilizé para identificar a las células que expresan el canal.

Las células fueron crecidas en medio DMEM (Dulbecco's modified Eagle's

médium, Anexo 1) suplementado con NaHCO3 (3.7 g/L), suero fetal bovino (10%),
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L-glutamina (1%) y penicilina/eritromicina (1%); a 37°C, sobre cubreobjetos de
vidrio un dia antes de ser transfectadas. Estas células se utilizaron para

experimentos entre 1 y 3 dias después de la transfeccion.

6.3.2. Efecto del veneno de Conus princeps y Anthopleura sp. sobre el canal
TRPV1

Para probar la actividad del veneno de C. princeps y Anthopleura sp. sobre el
canal TRPV1, se utilizo patch-clamp en su configuracion outside out.

Los registros se realizaron con un electrodo de plata clorurado (un filamento
de plata se sumerge en una solucion de cloruro de plata para estabilizarlo y evitar
ruido o fluctuaciones rapidas de la linea base) y un amplificador EPC10 (HEKA
Elektronik GMBH) y se capturaron con el software Patchmaster (Heka Elektronic).

Se emplearon pipetas de registro, jaladas (P-97 Flaming/Brown Micropipette
Puller, Sutter Instrument CO) y pulidas (MF-900 Microforge, Narishige Japan) a
partir de capilares de vidrio de borosilicato, con una resistencia de 6-10 MQ. Las
pipetas y la camara de perfusion se llenaron con una solucion de registro simétrica

cuya composicion se detalla en la Tabla 6.

Tabla 6. Composicion de la sustancia de registro. HEPES: 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineetane acido sulfénico, EDTA: acido etilendiaminotetraacético

Compuesto | Concentracién (mM)

NaCl 130
HEPES 3
EDTA 1

pH 7.2 con NaOH 1N

Las fracciones de veneno se resuspendieron en solucion de registro a una

concentracion de 100ug/ml o 200ug/ml y ajustadas a pH 7-7.5. Ademas se
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prepard una solucion de veneno a las concentraciones y pH ya descritos, a la que
se agreg0 capsaicina a una concentracion final 4 uM. La solucién de veneno se
utilizé para evaluar si las toxinas presentes tenian la capacidad de activar el canal,
y la solucion de veneno mas capsaicina para evaluar si eran toxinas bloqueadoras
del canal. Como agonista al canal se utiliz6 capsaicina (Sigma Aldrich) 4 uM en
etanol, que es una concentracion saturante, lo que provoca la maxima abertura del
canal.

Para la preparacion de la muestra se siguieron condiciones que previnieran
la descomposicion de las moléculas: se trabajé sobre hielo, se utilizé solucion de
registro fria a pH cuidadosamente ajustado y se mantuvo constante la temperatura
del cuarto de trabajo. Para preparar la fraccion F1D se utilizO una mezcla de
inhibidores de proteasa de Sigma Aldrich P8340 el cual contiene inhibidores de
serina-, cisteina- y aspartico-proteasas, y amonipeptidasas (pepstatina A,
bestatina, leupeptina y aprotinina)

Los experimentos consistieron en formar un parche o sello de membrana
con la pipeta de registro y exponerlos a soluciones con: a)solucién de registro,
b)solucién de registro+capsaicina, c)solucién de registro+veneno, d)solucion de
registro+veneno+capsaicina. Los parches de membrana fueron expuestos al
veneno por 2 minutos antes de darse un pulso, esto con el objetivo de permitir a la
interaccion de las toxinas con el canal. Entre cada una de las soluciones se realizo
un lavado con solucion de registro para eliminar residuos. El protocolo de pulsos
utilizado fue de -120 mV a 120 mV con un incremento de 10 mV cada 10 ms. Cada

fraccion de veneno fue probada en 5 células diferentes.

6.3.3 Analisis de datos

Los resultados fueron estandarizados con respecto al registro de capsaicina de
cada experimento. Se realizaron graficas de caja y bigotes con el software IgorPro

6.2 (Wavemetrics Inc.) para describir los datos. Utilizando el software Statistica
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7.0, se aplicé el analisis no paramétrico de Friedman para buscar diferencias entre
los tratamientos: ‘inicial’, ‘fraccion’, ‘fraccion+capsaicina’ y ‘capsaicina’ de cada
una de las fracciones. Se utiliz6 el analisis de Friedman porque los datos estan
relacionados, ya que los 4 tratamientos se probaron en una sola célula; ademas a
causa de la estandarizacion, los registros de capsaicina no presentan distribucion
normal. Cuando se encontraron diferencias significativas, se utilizé la prueba de

Wilcoxon para medidas pareadas para determinar los grupos diferentes.
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7. Resultados
7.1. Conus princeps
7.1.1. Obtencién y separacion de veneno

Los 50 caracoles colectados y disecados tuvieron un promedio de 4.5 cm de largo
de conchay 2.5 cm de diametro; los ductos del veneno midieron 15 cm de longitud
promedio.
De estos ejemplares se obtuvieron 208 mg de veneno total, que fue
separado por HPLC-RP y se colectaron fracciones de la siguiente manera:
a) 25 mg de veneno en 13 fracciones de 5 min
b) 183 mg en 63 picos individuales

Para realizar los ensayos de electrofisiologia, las 13 fracciones fueron
combinadas a fin de obtener solo 6 fracciones. En la Figura 8 se observa el

cromatograma obtenido, asi como las 6 fracciones.
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Figura 8. Cromatograma de HPLC-RP del veneno de Conus princeps. Se marcan las 6
fracciones que se utilizaron en los ensayos de electrofisiologia.
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7.1.2. Ensayos de electrofisiologia

Para evaluar el efecto del veneno de Conus princeps como activador y como
bloqueador del canal TRPV1, se probaron 6 fracciones (F1-F6) de este veneno, a
una concentracion 100 ug/ml, en cinco células HEK 293 que expresaban en canal,
utilizando la técnica patch clamp en la configuracion outside out. Se utilizaron las
fracciones solas para determinar si el veneno activa al canal TRPV1 y mezcladas
con capsaicina para determinar si lo bloquea. La Figura 9 corresponde a una
gréfica de caja y bigotes en donde se muestran los registros de corriente
obtenidos para cada una de las 6 fracciones, de acuerdo a los tratamientos:
‘inicial’, ‘fraccion’, ‘fraccidn+capsaicina’ y ‘capsaicina’. La capsaicina es el principal
agonista (activador) del canal y se utiliz6 a concentracion saturante 4uM, por lo
gue la intensidad de corriente al aplicarla es la intensidad maxima. Los registros
de corriente fueron estandarizados respecto al registro de capsaicina, con lo que
el valor de capsaicina para todas las fracciones es 1. Debido a esta
estandarizacion, los valores estan graficados como intensidad de corriente sobre
intensidad de corriente maxima (I/lmax).

En las graficas de caja y bigotes, la linea que divide la caja es el valor de la
mediana, en la parte inferior se incluye entre el 25% y 50% de los datos y en la
superior entre el 50% y el 75%, mientras que los bigotes representan los valores
minimos y maximos de los datos En la grafica de la Figura 9 se observa que la
mayoria de los datos tiene una alta dispersién, aunque es especialmente notoria
en los valores iniciales.

El analisis Friedman mostrd diferencias significativas entre los tratamientos
de cada fraccion (Tabla 7), por lo que se aplicé la prueba Wilcoxon a todas las

fracciones.



54

g fod b

- 04

/Imax

o
INICIAL F1—T— ;
Z |
| -
T 1+
FeH T —
1
= B
=

¥ 'R R 9 ¥, R OF ¥, v . B . B . T s oF
. N~ M o - won e
u.gfuu.é’uu.&’u P L P CERS
< - < < < < 5
¢S $8 ¢33 £33 $§8 ¢3%2
- 2 a 2 o 2 s 9 w 2 © 0
w Z w Zz w z w Z w Z i oaq
= = — = = 4:
Q

Figura 9. Grafica de caja y bigotes de los ensayos de electrofisiologia para las 6 fracciones del
veneno de Conus princeps (F1-F6), de acuerdo a los tratamientos: ‘inicial’, ‘fraccion’,
‘fraccion+capsaicina’ y ‘capsaicina’. A causa de la estandarizacidn respecto a los registros con
capsaicina, los datos estan graficados como intensidad de corriente sobre intensidad de
corriente maxima (I/1max). Se destaca la fracciébn F1 que tuvo diferencias con respecto a la
condicién inicial (T=0 0, p=0.043), lo que significa que activa el canal TRPVL1. El resto de las
fracciones no activa ni bloquea el canal.

Tabla 7. Prueba de Friedman para las 6 fracciones de veneno de C. princeps (F1-
F6). Todas las fracciones presentaron diferencias significativas (valor de
probabilidad p < 0.05)

Fraccion  ANOVA 52 P
F1 11.88 0.0078
F2 12.6 0.0056
F3 13.08 0.0045
F4 12.12 0.0070
F5 12.12 0.0070

F6 13.08 0.0045




55

De acuerdo con la prueba Wilcoxon, al exponer los sellos a la mezcla
fraccion + capsaicina, preparada con cada una de las 6 fracciones, se registraron
corrientes similares a las obtenidas solo con capsaicina, lo que significa que

ninguna de las 6 fracciones bloquea el canal (Tabla 8, Figura 9).

Tabla 8. Prueba de Wilcoxon para contrastar los tratamientos ‘fraccién+capsaicina’
y ‘capsaicina’ de las 6 fracciones de veneno de C. princeps (F1-F6). No se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos por fraccion (valor de
probabilidad p > 0.05)

Par de tratamientos T P

F1y F1+Capsaicina 1 0.0796
F2 y F2+Capsaicina 5 0.5002
F3 y F3+Capsaicina 1 0.0796
F4 y F4+Capsaicina 4 0.3453
F5 y F5+Capsaicina 5 0.5002
F6 y F6+Capsaicina 1 0.0796

De acuerdo con la prueba Wilcoxon, al exponer los sellos a las fracciones
de veneno 2 a 6, se registraron corrientes similares a las obtenidas en la condicion
inicial (solucidén de registro), lo que significa que ninguna de estas 5 fracciones
activa al canal (Tabla 9, Figura 9). Sin embargo, si se encontraron diferencias
entre la fraccion 1y la condicion inicial, lo que implica que la F1 activa el canal.

Como se muestra en la Figura 8, la fracciéon 1 incluye los primeros 20
minutos de la separacion de HPLC-RP, en que el porcentaje de solvente apolar
(solucién B) es de 0-15%, es decir, en esta fraccion estan contenidas moléculas
hidrofilicas.

En la figura 10 se presentan los trazos de corrientes obtenidos con la F1, en
donde se observa que en presencia de esta fraccion el canal TRPV1 tuvo mayor
corriente que en la condicién inicial, y ésta fue cercana al valor en presencia de
capsaicina, demostrandose asi la activacion. Al final del experimento con la F1

(célula 5) la corriente registrada fue menor que al inicio (I/lmax inicial=0.82, 1/lmax



56

final=0.41) y cuando se probé esta fraccion al siguiente dia no hubo activacion del
TRPV1.

Tabla 9. Prueba de Wilcoxon para contrastar los tratamientos ‘inicial’ y ‘fraccién’ de
las 6 fracciones de veneno de C. princeps. No se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos de las fraccionesF2-F6 (valor de probabilidad
p>0.05), pero si entre los tratamientos de la fraccion F1 (en negritas).

Par de tratamientos T P

Inicial y F1 0 0.0431
Inicial y F2 5 0.5002
Inicial y F3 1 0.0796
Inicial y F4 4 0.3453
Inicial y F5 5 0.5002
Inicial y F6 1 0.0796

Inicial Fraccién 1 Capsaicina

1 nA

20 ms

Figura 10. Trazos de corrientes obtenidas con la fraccién 1 del veneno de Conus princeps. En
presencia de ésta fraccion se presentd mas corriente que en la condicién inicial, lo que
demuestra que esta fraccion es capaz de activar el canal. La capsaicina se uso en
concentracion 4uM.

Los experimentos realizados con la fraccion 1 se repitieron tres veces mas
utilizando veneno de diferentes separaciones de HPLC-RP. En la Figura 11 se
presentan los resultados distinguiéndolos con letras (F1A-F1D), la fraccién F1A es
la misma que la F1 de la Figura 9. De acuerdo con la prueba Friedman, en estos

experimentos no se encontraron diferencias significativas (ANOVA *=16,
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p=0.238), lo que demuestra que ninguna de las nuevas fracciones activo al canal
TRPV1. Con el objetivo de prevenir la lisis de los péptidos presentes en la
muestra, a la fraccion F1D se agrego inhibidor de proteasas.
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Figura 11. Grafica de caja y bigotes de los ensayos de electrofisiologia para 4 experimentos
con la fraccion 1 (F1) de Conus princeps. A causa de la estandarizacion respecto a los registros
con capsaicina, los datos estan graficados como intensidad de corriente sobre intensidad de
corriente maxima (I/1nax). Se destaca la F1A que tuvo diferencias con respecto a la condicién
inicial (T=0 0, p=0.043), lo que significa que activé el canal TRPVL1. Las fracciones F1B-F1D
no activaron al canal (ANOVA y%°=16, p=0.238)

Considerando que inicialmente la fraccion 1 presenté actividad sobre el
canal TRPV1, se utilizé nuevo veneno de C. princeps para realizar su separacion
en 3 subfracciones (SF1-SF3); en la Figura 12 se muestra el cromatograma de las
3 subfracciones.

La subfraccién F1 (SF1) se probd en las configuraciones outside out e

inside out para observar si era capaz de activar al canal desde el lado extracelular
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o intracelular respectivamente. Debido que no se pudieron repetir los resultados

de activacion con la fraccion F1, se decidié duplicar la concentracion de la SF1,

por lo que se prepar6 a 200 ug/ml. En la Figura 13 se muestra la grafica de caja y

bigotes de ambas configuraciones de la SF1.

50

SF1 SF2

SF3

P £

Figura 12. Cromatograma de HPLC-RP de las 3 subfracciones en que se dividié la fraccion F1

de Conus princeps. La F1 incluye a los primeros 20 min de la separacion.

El andlisis Friedman mostré diferencias entre los tratamientos de los

ensayos en outside out (ANOVA =16, p<0.05) y entre los de inside out (ANOVA

x?=20, p<0.05). Con el andlisis de Wilcoxon se encontraron diferencias entre la

corriente inicial y la SF1 outside out (T=0, p=0.012), asi como entre la corriente

inicial y la SF1 inside out (T=0, p=0.005), lo que significa que la SF1 activo al canal

desde ambos lados de la membrana, aunque hubo mayor corriente colocandola

extracelularmente (mediana outside out= 0.79, mediana inside out=0.71). Ademas,

en esta configuracion los valores de corriente mostraron menor dispersion que en
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los ensayos en donde la SF1 interactué con el canal desde el lado intracelular.
Con la SF1 intracelular hubo un parche en que la corriente fue similar a la inicial.
En la Figura 14 se presentan los trazos de corrientes obtenidos con SF1 en ambas
configuraciones (inside out y outside out). En presencia de esta subfraccion el
canal TRPV1 tuvo mayor corriente que en la condicién inicial (mediana outside
out= 0.79, mediana inside out=0.71) y cercana al valor en presencia de capsaicina
(1 en ambas configuraciones), demostrandose asi la activacion. La SF1 de este
experimento se almacendé a 4°C y se prob6 al dia siguiente y tres semanas

después y siempre fue capaz de activar el canal.

I/IKII 2

P

e

Inicial Inside -
SF1 Inside.
Capsaicina |

Inicial Qutside
SF1 Qutside -

Figura 13. Gréfica de caja y bigotes de los ensayos de electrofisiologia con la SF1 de Conus
princeps de acuerdo a los tratamientos: ‘inicial’, ‘fraccion’ y ‘capsaicina’ y las configuraciones
inside-out y outside-out. A causa de la estandarizacién respecto a los registros con capsaicina,
los datos estan graficados como intensidad de corriente sobre intensidad de corriente maxima
(I/1max). Se destaca que en ambas configuraciones la SF1 tuvieron diferencias con respecto a la
condicion inicial (inside out: T=0 0, p=0.005; outside out: T=0, p=0.012), lo que significa que
activo el canal TRPV1.
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Figura 14. Trazos de corrientes obtenidas con la SF1 de Conus princeps en las configuraciones
inside-out y outside-out, con los tratamientos: ‘inicial’, ‘fraccion’ y ‘capsaicina’. En presencia
de SF1 en ambas configuraciones se presenté mas corriente que en la condicién inicial,
demostrando que esta fraccion fue capaz de activar el canal intra y extracelularmente. La
capsaicina se us6 en concentracion 4puM.

Los experimentos realizados con SF1 se repitieron dos veces mas,
utilizando veneno de separaciones diferentes de HPLC-RP. En la Figura 15 se
presentan los resultados distinguiéndolos con letras (SF1A-SF1C), la SF1A es la
misma que la SF1 outside out de la Figura 13. De acuerdo con la prueba
Friedman, en estos experimentos no se encontraron diferencias significativas
(ANOVA x?=2.4, p=0.494), lo que demuestra que ninguna de las nuevas

fracciones activo al canal TRPV1.
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Figura 15. Grafica de caja y bigotes de los ensayos de electrofisiologia para 3 experimentos
con SF1 de Conus princeps. A causa de la estandarizacién respecto a los registros con
capsaicina, los datos estdn graficados como intensidad de corriente sobre intensidad de
corriente maxima (I/1max). Se destaca la SF1A que tuvo diferencias con respecto a la condicion
inicial (T=0 0, p=0.012), lo que significa que activo el canal. Las subfracciones SF1B y SF1C
no activaron al canal (ANOVA %°=2.4, p=0.494).

Debido a que inicialmente se obtuvo actividad con la SF1, se separé mas
veneno colectandose individualmente los 7 picos que conforman a la SF1, de
acuerdo con el cromatograma de la Figura 16. En la Figura 17 se muestra la
grafica de caja y bigotes de estos ensayos, los resultados tienen una baja
dispersion, excepto el P7. El analisis Friedman mostrd diferencias significativas
entre los registros iniciales y los siete picos de veneno (ANOVA %?=38.57, p<0.05).
Con el andlisis de Wilcoxon no se encontraron diferencias significativas entre la
corriente inicial y los picos 1-6, pero si con el P7. Esto indica que el P7 activo al
canal, no asi el resto de los picos (Tabla 10). En la Figura 18 se muestran los
trazos de corrientes obtenidos con el P7, el valor de la corriente con éste pico fue

mayor que el inicial (mediana inicial=0.055, mediana P7=0.212), lo que implica que
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el canal fue activado. El P7 contiene moléculas hidrofilicas, ya que eluye entre los

minutos 8-10, en que el porcentaje de solvente apolar es del 4-5%.

1 |[dfalds| & | 7

P

Figura 16. Cromatograma de HPLC-RP de los 7 picos en que se separd la SF1 de Conus
princeps. La SF1 incluye a los primeros 10 min de la separacion.

Para confirmar la actividad del pico 7, se repitié el experimento utilizando el
P7 de una separacion de HPLC-RP diferente. En la Figura 19 se presentan estos
datos distinguiéndolos con letras (P7A 'y P7B), el P7A es el mismo que el P7 de la
Figura 17. De acuerdo con la prueba Friedman, en estos experimentos no se
encontraron diferencias (ANOVA y?=0.2, p=0.6547), lo que significa que el nuevo

pico no activé al canal.
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Figura 17. Gréfica de caja y bigotes de los ensayos de electrofisiologia de 7 picos (P1-P7) de
Conus princeps de acuerdo a los tratamientos: ‘inicial’, ‘pico’ y ‘capsaicina’. A causa de la
estandarizacion respecto a los registros con capsaicina, los datos estan graficados como
intensidad de corriente sobre intensidad de corriente maxima (I/1nha). Se destaca el P7 que
tuvo diferencias significativas con respecto a la condicién inicial (T=0 0, p=0.0277), lo que
significa que activé el canal.

Tabla 10. Prueba de Wilcoxon para contrastar los tratamientos ‘inicial’ y ‘pico’ de
los 7 picos del veneno de C. princeps. No se encontraron diferencias significativas
entre los tratamientos de los picos P1-P6 (valor de probabilidad p>0.05), pero si
entre los tratamientos del P7 (en negritas).

Par de tratamientos T P

Inicial y P1 3 0.4652
Inicial y P2 1 0.1441
Inicial y P3 3 0.4652
Inicial y P4 0 0.1088
Inicial y P5 0 0.0679
Inicial y P6 0 0.0679
Inicial y P7 0 0.0277
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Figura 18. Trazos de corrientes obtenidas con el P7 de Conus princeps con los tratamientos:
‘inicial’, ‘pico’ y ‘capsaicina’. En presencia del P7 se presenta mas corriente que en la
condicion inicial, demostrando que este pico activd al canal. La capsaicina se us6 en
concentracion 4pM.
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Figura 19. Grafica de caja y bigotes de los ensayos de electrofisiologia para 2 experimentos
con el P7 de Conus princeps. A causa de la estandarizacion respecto a los registros con
capsaicina, los datos estdn graficados como intensidad de corriente sobre intensidad de
corriente maxima (I/1max). Se destaca el P7A que tuvo diferencias con respecto a la condicién
inicial (T=0 0, p=0.0277), lo que significa que activé el canal. EI P7B no activé al canal

(ANOVA y?=2.4, p=0.494).
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7.2. Anthopleura sp.

7.2.1. Separacion de veneno

La separacion del veneno de Anthopleura sp. estuvo dirigida a obtener la fraccién
gue previamente mostrd actividad analgésica (Jiménez Flores 2011).Para ello, se
dializaron 5 g de veneno de anémona y se realizaron 5 cromatografias de
exclusion molecular. El rendimiento total fue del 46.6% y se obtuvieron 75 mg de
la fraccion 3 de interés. En la Figura 20 se muestra el cromatograma obtenido y
cada una de las fracciones colectadas.

Por HPLC-RP se separaron 40 mg de la fraccion 3, colectandose mas de 40
picos, la mayoria eluyeron en los primeros 30 min de separacion, lo que indica la
naturaleza hidrofilica del veneno de Anthopleura sp.

Para los ensayos de formalina se probaron 3 picos de la separacion de
HPLC-RP (AP1, AP2 y AP3), mientras que para los ensayos de electrofisiologia se
probo una fraccién (AF1, conformada por esos 3 picos) y ademas el pico 1 (AP1)
(Figura 21).

Fraccion 1 Fraccion 2 Fraccién 3

Absorbancia 280 nm

0 5 10 15 20 25 30 35
Numero de muestra

Figura 20. Cromatograma de exclusién molecular del veneno de Anthopleura sp. Se sefialan
las 3 fracciones colectadas
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Figura 21. Cromatograma de HPLC-RP del veneno de Anthopleura sp. obtenido a partir de la
fraccion 3 de la cromatografia de exclusibn molecular. Se marca la fraccion (AF1) y los 3
picos utilizados en los ensayos de electrofisiologia (AP1-AP3).

7.2.2. Ensayo de formalina

Se realiz6 el ensayo de formalina para medir la actividad analgésica de 3 picos
(AP1-AP3) del veneno de Anthopleura sp., que corresponden a aquellos que

mostraron actividad analgésica en el trabajo de Jiménez Flores (2011).
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En la Figura 22 se presenta la gréafica de barras de la fase 1 del ensayo de
formalina. Los valores del control negativo PBS, los 3 picos de veneno utilizados y
los controles positivos Ketorolaco y Tramadol estan graficados respecto al total de
segundos que los ratones lamieron su pata durante los primeros 5 minutos
después de la inyeccion de formalina. El valor mas alto lo present6 el AP1 y los

valores més bajos, los controles positivos (Tabla 11).
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Figura 22. Gréfica de barras del ensayo de formalina fase 1 realizado con 3 picos del veneno
de Anthopleura sp, el control negativo PBS y los controles positivos KET y TRA. Al inyectarse
el AP1 los ratones lamieron su pata por mas tiempo (160.33+£15.95 s) respecto a los controles y
los otros picos, lo que significa que este pico causa dolor por estimulacion directa. PBS:
Solucion amortiguadora de fosfatos, KET: Ketorolaco, TRA: Tramadol.

De acuerdo a la prueba ANOVA, se encontraron diferencias significativas
(F=66.52; p=0.00), por lo que se realizé la prueba Tukey (Tabla 11). EI AP1 mostré
diferencias significativas con respecto a los otros picos y a todos los controles. Los
AP2 y AP3 no fueron significativamente diferentes entre ellos, ni con respecto al
control negativo, pero si en relacion al AP1 y a los controles positivos. Al

inyectarse el AP1 los ratones lamieron su pata por mas tiempo (160.33£15.95 s)
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que al inyectar el resto de los tratamientos (Tabla 11), lo que significa que este

pico causa una mayor sensacion de dolor por estimulacion directa.

Tabla 11. Valores de media y desviacion estandar y prueba Tukey para el ensayo
de formalina fase 1 realizado con 3 picos de veneno de Anthopleura sp., el control
negativo PBS y los controles positivos KET y TRA. En negritas estan destacados
los valores de segundos que el ratén lamié su pata con diferencias significativas.
PBS: Solucién amortiguadora de fosfatos, KET: Ketorolaco, TRA: Tramadol. SD:
desviacion estandar

PBS AP1 AP2 AP3 KET TRA mediaxSD
PBS 0.0002 0.6309 0.6309 0.0002 0.0002 |93.33£15.28
AP1 | 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002 | 160.33+£15.95
AP2 | 0.6309 0.0002 1.0000 0.0003 0.0006 | 79+5.57
AP3 | 0.6309 0.0002 1.0000 0.0003 0.0006 | 79+14.73
KET | 0.0002 0.0002 0.0003 0.0003 0.9836 | 16.33+3.22
TRA | 0.0002 0.0002 0.0006 0.0006 0.9836 22.3+2.08

En la Figura 23 se muestra la grafica de barras de la fase 2 del ensayo de
formalina. Los valores del control negativo PBS, los 3 picos de veneno utilizados y
los controles positivos Ketorolaco y Tramadol estan graficados respecto al total de
segundos que los ratones lamieron su pata durante los minutos 10-45 después de
la inyeccion de formalina. El valor mas alto lo presentd el pico AP3 y los valores
mas bajos, los controles positivos (Tabla 12).

De acuerdo con el analisis ANOVA, se encontraron diferencias significativas
(F=174.59; p=0.00), por lo que se realizo la prueba Tukey (Tabla 12). Los picos
APl y AP2 no fueron significativamente diferentes entre si, ni con respecto al
control negativo. EI AP3 mostrd valores mas altos que todos los controles y que
los AP1 y AP2 (Tabla 12). De acuerdo con estos resultados, al inyectarse el AP3
el ratdn se lamié por mas tiempo (283.33+24.11 s), lo que significa que tiene una

mayor sensacion de dolor producido por inflamacion.
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Figura 23. Gréfica de barras de formalina fase 2 realizado con 3 picos del veneno de
Anthopleura sp, el control negativo PBS y los controles positivos KET y TRA. Al inyectarse el
pico AP3 los ratones lamen su pata por mas tiempo (283.33+24.11) respecto a los controles y
los otros picos, lo que significa que causa dolor por inflamacion. PBS: Solucion
amortiguadora de fosfatos, KET: Ketorolaco, TRA: Tramadol.

Tabla 12. Valores de media y desviacion estandar y prueba Tukey para el ensayo
de formalina fase 2 realizado con 3 picos de veneno de Anthopleura sp., el control
negativo PBS y los controles positivos KET y TRA. En negritas estan destacados
los valores de segundos en que el raton lamié su pata con diferencias
significativas. PBS: Solucion amortiguadora de fosfatos, KET: Ketorolaco, TRA:
Tramadol, SD: desviacion estandar.

PBS AP1 AP2 AP3 KET TRA mediaxSD
PBS 0.6032 0.0919 0.0002 0.0002 0.0002 | 137.66%9.45
AP1 | 0.6032 0.7411 0.0002 0.0002 0.0002 | 120+8.54
AP2 | 0.0919 0.7411 0.0002 0.0002 0.0002 | 105+13
AP3 | 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002 | 283.33+24.11
KET | 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002 0.9882 | 4+5.2
TRA | 0.0002 0.0002 0.0002 0.0002 0,9882 10.66%11.55
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7.2.3. Ensayos de electrofisiologia

Para evaluar el efecto del veneno de Anthopleura sp. como activador y como
bloqueador del canal TRPV1, se probaron la fraccién 1 (AF1) y el pico 1 (AP1) de
este veneno, a una concentraciéon 100 pg/ml, en cinco células que expresaban en
canal, utilizando la técnica patch clamp en la configuracion outside out. La fraccién
AF1 correspondié a la que mostré actividad analgésica en el trabajo de Jiménez
Flores (2011), mientras que el pico AP1, que forma parte de esta fraccion, se
probé por separado puesto que presentd actividad en el ensayo de formalina y
causO mayor sensacion de dolor por estimulacion directa. Se utilizaron la AF1 vy el
AP1 solos para determinar si el veneno activa al canal, y mezclados con
capsaicina, para determinar si lo bloquean.

En la Figura 24 se muestra una gréafica de caja y bigotes con los resultados
obtenidos al exponer los parches a la AF1, de acuerdo a los tratamientos: ‘inicial’,
‘fracciéon’, ‘fraccion+capsaicina’ y ‘capsaicina’. La capsaicina es el principal
agonista (activador) del canal y se preparé a concentracion saturante 4uM, por lo
gue la intensidad de corriente al aplicarla es la intensidad maxima. Los registros
de corriente fueron estandarizados respecto al registro de capsaicina, con lo que
el valor de capsaicina es 1. Debido a esta estandarizacidn, los valores estan
graficados como intensidad de corriente sobre intensidad de corriente maxima
(/lmax). Los datos presentaron una baja dispersion. La prueba Wilcoxon no mostro
diferencias entre los tratamientos ’inicial’ y ‘F1’ (T=3, p=0.225), lo que significa que
la AF1 no activo al canal; ni entre ‘AF1+capsaicina’ y ‘capsaicina’ (T=7, p=0.893),
lo que implica que tampoco bloque6 al canal.

El AP1 se probd en tres ocasiones, los resultados se muestran en la Figura
25. EL AP1B fue el mismo que el AP1A pero probado al dia siguiente, el AP1C se
preparé con veneno de una separacion de HPLC-RP diferente. De acuerdo con el
analisis Friedman se encontraron diferencias entre los tratamientos (ANOVA
v?=18.64, p=0.00481). El andlisis Wilcoxon mostré que las diferencias se

presentaron entre la condicién inicial y el AP1A (T=0.0, p=0.022), lo que significa
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gue éste pico activé al canal. También entre la condicién inicial y el AP1B se
encontraron diferencias (T=0.0, p=0.0179), lo que significa que activé al canal,
pero en la Figura 25 se observa que esta activacion es menor que con el AP1A (3
de las 5 células activaron). ElI P1C no present6 diferencias respecto a su condicién
inicial (T=5, p=1), por lo que no activo al canal.

1.0+
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AF 14
AF1+Caps-
Capsaicina -

Figura 24. Gréfica de caja y bigotes de los ensayos de electrofisiologia con la AF1 del veneno
de Anthopleura sp, de acuerdo a los tratamientos: ‘inicial’, ‘fraccion’, ‘fraccion+capsaicina’ y
‘capsaicina’. A causa de la estandarizacién respecto a los registros con capsaicina, los datos
estan graficados como intensidad de corriente sobre intensidad de corriente maxima (I/1 ).
La AF1 no activé ni bloque6 al canal.
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Figura 25. Grafica de caja y bigotes de los ensayos de electrofisiologia para 3 experimentos
con el AP1 de Anthopleura sp. A causa de la estandarizacion respecto a los registros con
capsaicina, los datos estdn graficados como intensidad de corriente sobre intensidad de
corriente maxima (I/1ax). Se destacan el AP1A (T=0 0, p=0.022) y el P1B (T=0.0, p=0.0179)

que tuvieron diferencias con respecto a la condicion inicial, lo que significa que activaron el
canal.

En la Figura 26 se presentan los trazos de corrientes obtenidos con AP1A
en donde se observa que, en presencia de esta fraccion el canal TRPV1 tuvo

mayor corriente que en la condicion inicial y cercana a capsaicina, demostrandose
asi la activacion.
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Figura 26. Trazos de corrientes obtenidas con AP1A del veneno de Anthopleura sp con los
tratamientos: ‘inicial’, ‘pico’ y ‘capsaicina’. En presencia del AP1 se presentd mas corriente
gue en la condicion inicial, demostrando que fue capaz de activar el canal. La capsaicina se
encuentra en concentracion 4uM.
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8. Discusién

8.1. Conus princeps

El veneno de C. princeps separado por HPLC-RP y agrupado en seis fracciones
(F1-F6), se probd sobre el canal TRPV1. Cinco de estas fracciones (F2-F6) no
mostraron interaccion con el canal, pero la fraccién mas hidrofilica (F1), constituida
por los picos eluidos con menos del 15% de solvente apolar (SolucionB), lo activé.
En ensayos posteriores, estos picos fueron reagrupados para dar lugar a
fracciones con menor nimero de ellos. De esta manera, se llegé a la obtencion del
pico denominado P7, que activo al canal TRPV1, con lo que se aceptd la hipotesis
de la tesis. Se desconoce la naturaleza de la molécula responsable del efecto
encontrado; sin embargo, el P7 fue eluido cuando el porcentaje del solvente apolar
(solucién B) era menor al 5%; por lo que el P7 es una molécula hidrofilica.

Los ensayos realizados con las fracciones F1-F6, especialmente en la
condicion inicial, mostraron una alta dispersion de datos de corriente, esto puede
deberse a la cantidad de canales incluidos en el sello formado entre la pipeta de
registro y la membrana celular. De acuerdo con Kornreich (2007), los sellos en las
configuraciones utilizadas en esta tesis (inside out y outside out) incluyen un gran
namero de canales, niamero que puede variar dependiendo de la cantidad
expresada en la célula. Para eliminar esta variable puede usarse la configuracion
single channel, que estudia la actividad eléctrica de un solo canal, pero por lo
general, esta configuraciéon se utiliza en andlisis posteriores para probar una
molécula conocida, no para estudios iniciales (Cahalan y Neher, 1997; Kornreich,
2007) como los de esta tesis.

Los ensayos con las fracciones capaces de activar al canal (F1, SF1 y P7)
se repitieron con veneno colectado en diferentes separaciones de HPLC-RP, y no
mostraron la misma actividad. Ademas, los ensayos realizados con F1 y P7 que
mostraron actividad se repitieron utilizando las mismas soluciones, almacenadas a
4°C, y de nuevo el resultado fue negativo. Incluso, en la quinta célula probada en

el experimento inicial con la F1, la corriente registrada fue menor (la mitad) que en
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la célula uno y cuando se probd esta fraccion al siguiente dia no hubo activacion
del canal. Ya que la interaccion entre un canal i6nico y una molécula esta
influenciado por caracteristicas de dicha molécula, como estructura, hidrofobicidad
y tamafo (Lodish et al., 2008). Es posible que los resultados inconstantes se
deban a cambios en la estructura tridimensional de la molécula responsable de la
activacion, que pudo desnaturalizarse durante el manejo. Al no conocer la
molécula responsable del efecto es dificil explicar que factor afecté su
desnaturalizacion.

Las toxinas peptidicas que han demostrado actividad sobre el canal TRPV1,
como las vanilotoxinas (VaTx) aisladas de arafias, se unen a sitios extracelulares
del canal o se acomodan en la cara externa de la membrana plasmatica para estar
en contacto con los residuos transmembranales, sin atravesar la bicapa (Siemens
et al., 2006; Boholen et al,. 2010). Considerando la naturaleza peptidica de los
componentes mayoritarios del veneno de los cénidos (Lewis, 2009), las fracciones
del veneno de C. princeps se probaron en los ensayos de electrofisiologia en la
configuracion outside-out, en la que la interaccion de las moléculas ocurre con los
residuos extracelulares del canal. La F1, SF1 y el P7 activaron en esta
configuracion. Ademas, la SF1 se probo en configuracion inside out, en donde la
interaccion ocurre con los residuos citoplasmaticos del canal, para asegurar que
no hubiera falsos positivos en la configuraciéon outside out (si la corriente era igual
en ambas configuraciones, lo mas probable es que hubiera capsaicina mezclada
con el veneno y la activacion fuera debida a ella y no al veneno). La SF1 activé en
inside out, aunque con menor corriente. Para que, de manera natural, una
molécula active al canal desde el lado intracelular, ésta debe ser capaz de
atravesar la bicapa lipidica. Andeev et al. (2008) y Kozlov et al. (2009), aislaron
tres péptidos del veneno de la anémona Heteratis crispa capaces de inhibir al
canal TRPVL1, y los denominaron APHC1-APHC3. Posteriormente, Zelepuga et al.
(2012) elaboraron modelos computacionales para predecir la interaccién de ésos
péptidos con el canal TRPV1, encontrando que el péptido APHCL1 interactia de

manera intracelular con el TRPV1l. Otras moléculas atraviesan la membrana
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celular y activan al canal TRPV1, por ejemplo la capsaicina, que es una vaniloide
de naturaleza hidréfoba, interactla intracelularmente con los segmentos S2-S4 del
canal (Argll4, Tyr511, Ser512 Thr550 y Glu761) (Jara-Oseguera et al., 2010).
Hay que considerar que muchas otras moléculas proteicas (toxina botulinica A,
RNAsa, etc.) y no proteicas de diversa naturaleza quimica, peso molecular, blanco
molecular y mecanismo de accion, son internalizadas al citoplasma por
mecanismos de endositosis (Zelepuga et al., 2012). Para determinar como ocurre
la interaccion entre el canal y el P7, se requiere de la caracterizacion bioquimica
del P7 y de andlisis posteriores de estructura-funcion.

En contraste con los resultados de la presente tesis en que se identificé una
fraccion del veneno de C. princeps con capacidad para activar el canal TRPV1,
Drew et al. (2007) probaron un analogo de la conotoxina p-TIA del caracol
piscivoro C. tulipa denominado NMB-1 (noxious mechanosensation blocker-1) y
encontraron que el péptido no tiene efecto significativo sobre el canal TRPV1.

Esta tesis es uno de los primeros reportes de analisis del veneno del
caracol marino Conus princeps, y de los primeros en que se estudia el efecto del

veneno de estos organismos sobre los canales TRP.

8.2. Anthopleura sp.

El veneno total de Anthopleura sp. se dializd, separ6 a través de cromatografia de
exclusién molecular (CEM) y a través de HPLC-RP. Con la separacion por HPLC-
RP se obtuvieron mas de 40 picos, la mayoria de estos eluyeron en los primeros
30 min de separacion, lo que indica la naturaleza hidrofilica del veneno de
Anthopleura sp. Se siguié una metodologia de HPLC-RP estandarizada en el
laboratorio de Inmunologia Molecular y Biotoxinas de CICESE, sin embargo,
considerando que la mayoria de los analitos eluyeron en los primeros 30 minutos
de separacién, podrian modificarse las condiciones de gradiente de la solucion B

para tener una mejor resolucion (Kazakevich y LoBrutto, 2007).
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Se llevé a cabo el ensayo de formalina para observar el efecto de tres picos
de veneno separadas por HPLC-RP que fueron denominadas AP1, AP2 y AP3.
Una variante sobre el ensayo de formalina se realiz6 en trabajos en los que se
analiza la interaccion de péptidos obtenidos de venenos con el canal TRPV1. La
modificacion consiste en inyectar capsaicina en lugar de formalina como inductor
del dolor, de tal manera que el dolor provocado esta asociado al canal TRPV1
(Cuypers et al. 2006; Andreev et al.,, 2008). En los trabajos que prosigan al
presente podria utilizarse esa modificacion para tener una mejor aproximacién a
las fracciones de veneno con actividad sobre el canal TRPV1, pues, de acuerdo
con Andreev et al. (2008) el lamer la pata se debera a activacion directa de los
TRPV1 locales.

Posterior al ensayo de formalina, la fraccion de veneno denominada AF1
fue probada sobre el canal TRPV1 utilizando la técnica patch clamp. Debido a que
el AP1 provocO sensacion de dolor por estimulacion directa en el ensayo de
formalina, también se probo este pico individualmente sobre el canal. La AF1 no
tuvo efecto sobre el canal, pero si el AP1, que causd la activaciéon con valores
similares a la capsaicina en concentracion saturante. Se desconoce la naturaleza
del AP1, sin embargo se realiz6 una separacion de veneno dirigida a la obtencion
de moléculas de menos de 5 kDa. Por otro lado, en HPLC-RP el AP1 fue eluido
entre los minutos 4 y 5, cuando aun no comienza el flujo del solvente apolar
(solucién B); por lo que el P1 es una molécula pequeiia (de menos de 5 kDa) e
hidrofilica.

Los ensayos con el AP1 se repitieron un dia después utilizando el mismo
veneno y con veneno colectado en una separacion de HPLC-RP diferente. Al dia
siguiente la activacion del canal fue menor y con veneno diferente no se presentd
efecto. Ya que la interaccibn entre un canal i6nico y una molécula esta
influenciado por caracteristicas de dicha molécula, como estructura, hidrofobicidad
y tamafo (Lodish et al.,, 2008), es posible que estos resultados se deban a
cambios en la estructura tridimensional de la molécula responsable de la

activacion, que pudo desnaturalizarse durante el manejo. Al no conocer la
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molécula responsable del efecto es dificil explicar que factor afecté su
desnaturalizacion.

Las toxinas peptidicas que han demostrado actividad sobre el canal TRPV1,
como las vanilotoxinas (VaTx) aisladas de arafas, se unen a sitios extracelulares
del canal o se acomodan en la cara externa de la membrana plasmatica para estar
en contacto con los residuos transmembranales, sin atravesar la bicapa (Siemens
et al., 2006; Boholen et al,. 2010). Considerando la naturaleza peptidica de los
componentes mayoritarios del veneno de las anémonas marinas (Norton, 2009;
Shiomi, 2009), las fracciones del veneno de Anthopleura sp. se probaron en los
ensayos de electrofisiologia en la configuracidon outside-out, en la que la
interaccion de las moléculas ocurre con los residuos extracelulares del canal. El
AP1 activo al canal TRPV1 en esta configuracion. Para determinar como ocurre la
interaccion entre el canal y el AP1 y su potencial como molécula activa en el
tratamiento de diferentes padecimientos, se requiere de la caracterizacion

bioquimica del AP1 y de andlisis posteriores de estructura-funcion.
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9. Conclusiones

e Se evaluo el efecto del veneno de Conus princeps sobre el canal TRPV.

e Se identifico una fraccion del veneno de C. princeps con la capacidad de
activar el canal TRPV1. La fraccion, con caracteristicas hidrofilicas, se
denominé P7.

e Se evaluo el efecto del veneno de Anthopleura sp. sobre el canal TRPV1.

e Se identificé una fraccion del veneno de Anthopleura sp. con la capacidad
de activar el canal TRPV1. La fraccidn, con caracteristicas hidrofilicas, se
denomino AP1.



80

10. Perspectivas

Obtener la estructura del P7 de C. princeps y realizar ensayos de
estructura-funcion para determinar la naturaleza de la interaccion entre el
P7y el canal TRPV1.

Obtener la estructura del AP1 de Anthopleura sp. y realizar ensayos de
estructura-funcion para determinar la naturaleza de la interacciéon entre el

AP1y el canal TRPV1.
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Anexo. Formulacién del medio DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium)

Constituyente \ g/L
Sales inorgéanicas
Cloruro de calcio 0.2
Nitrato férrico « 9H,0 0.0001
Sulfato de magnesio (anhidrido) 0.09767
Cloruro de potasio 0.4
Bicarbonato de sodio 3.7
Cloruro de sodio 6.4
Fosfato monobasico de sodio (anhidrido) 0.109
Aminoacidos
L-Arginina « HCI 0.084
Glicina 0.03
L-Histidina « HCI « H,O 0.042
L-Isoleucina 0.105
L-Leucina 0.105
L-Lisina « HCI 1.46
L-Fenilalanina 0.066
L-Serina 0.042
L-Treonina 0.095
L-Triptofano 0.016
L-Tirosina * 2Na *2H,0 0.10379
L-Valina 0.094
Vitaminas
Cloruro de colina 0.004
Acido folico 0.004
myo-Inositol 0.0072
Niacinamida 0.004
D-acido Pantoténico (hemicalcio) 0.004
Piridoxina « HCI 0.004
Riboflavina 0.0004
Tiamina « HCI 0.004
Otros

D-Glucosa 4.5
Fenol rojo « Na 0.0159
Acido piravico * Na 0.11




